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%ID   Prozent der injizierten Dosis  
ATP   Adenosintriphosphat 
APS   Ammoniumpersulfat 
Aqua dest.  destilliertes Wasser (Aqua destillata) 
BCA   Bicinchoninsäure (bicinchoninic acid) 
bp   Basenpaare 
BSA   Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
Calcein-AM  Calcein-Acetoxymethylester 
cDNA   komplementäre DNA (complementary DNA) 
Ct   Schwellenwertzyklus (treshold cycle) 
DAB   Diaminobenzidin 
DMEM   Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 
DOTA   1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure 
DTT   Dithiothreitol 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
Eph   Erythropoietin-produzierendes hepatozelluläres Karzinom 
Ephrin   Eph family receptor interacting proteins 
FACS   Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting) 
FAK   fokale Adhäsionskinase 
[18F]FDG  2-[18F]Fluor-2-desoxy-D-glukose 
[18F]FMISO  [18F]Fluormisonidazol 
Fc   fragment crystallizable   
FKS   fötales Kälberserum 
GFP   grün fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein) 
GPI   Glykosylphosphatidylinositol-Anker 
Gy   Gray 
HE   Hämatoxylin-Eosin 
HIF   Hypoxie-induzierbarer Faktor (hypoxia-inducible factor) 
ID   injizierte (applizierte) Dosis 
IP   Immunpräzipitation 
LB-Medium  Nährmedium (lysogeny broth) 
mRNA   Boten-Ribonukleinsäure (messenger RNA) 
MCS   multizelluläre Sphäroide (multicellular spheroids) 
 
MTS   multizelluläre Tumorsphäroide 
MTT   3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetraoliumbromid 
NADH   Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid 
p.A.   per analysis 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS   phosphatgepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered saline) 
PDZ   postsynaptic density 95-Discs large-Zonula occludentes-1-protein 
PET   Positronen-Emissions-Tomographie 
PI3K   Phosphatidylinositol-3-Kinase 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
PVDF   Polyvinylidenfluorid 
RNA   Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 
rpm   Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
RT-PCR Reverse Transkription Polymerasekettenreaktion (polymerase 
chain reaction) 
SDS   Natriumdodecylsulfat  (sodium dodecyl sulfate) 
siRNA   small interfering RNA    
SOC   Nährmedium (super optimal broth with glucose) 
Src   Sarkom-Kinase 
TAE   Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TBS   Tris gepufferte Salzlösung (tris-buffered saline) 
TBST   Tris gepufferte Salzlösung mit Tween 
TE   Tris-EDTA-Puffer 
TEMED  N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
Tris   Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan 
Tween   Polyoxyethylensorbitanmonooleat 
VEGF vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial 
growth factor)  
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1 Einleitung 
Der Einsatz von Radionukliden spielt für die Diagnose und die Therapie von Tumoren 
eine wichtige Rolle. Durch die Entwicklung von spezifischen und radioaktiv markierten 
Substanzen können molekulare Targets zielgerichtet erkannt bzw. Tumorgewebe spe-
zifisch geschädigt werden. Je nach verwendetem Radionuklid ist die frühzeitige 
Diagnose durch multimodale Bildgebung oder eine individualisierte Therapie möglich. 
Die Entwicklung neuer Radiotracer bzw. Radiopharmaka basiert auf einer ausführ-
lichen Charakterisierung potentieller Zielmoleküle anhand verschiedener Zellkultur-
systeme. Aufgrund seiner Resistenz gegenüber konventionellen Behandlungstherapien 
ist das maligne Melanom für die Entwicklung einer Endoradiotherapie von besonderem 
Interesse. 
1.1 Das maligne Melanom 
Das maligne Melanom, auch als schwarzer Hautkrebs bekannt, zählt zu den 
bösartigsten Hauttumoren beim Menschen und entsteht durch die Entartung von Mela-
nozyten. Melanome entwickeln sich zu 95% in der Haut, werden aber auch in den 
Schleimhäuten von Mund und Nase sowie im Augenhintergrund und, äußerst selten, in 
anderen Organen gefunden. Im Jahr 2008 verursachte das maligne Melanom etwa 2% 
aller Krebstodesfälle [1]. Insgesamt beträgt der Anteil an malignen Melanomen nur ein 
Bruchteil der Hautkrebserkrankungen und doch ist diese Tumorart für 75% der Todes-
fälle bei Hautkrebs verantwortlich [2, 3]. Die Ursache für die hohe Sterblichkeitsrate ist 
die frühzeitige Metastasierung des Tumors, die durch einen fehlenden festen Zell-
verband der Melanozyten gefördert wird. Wie gut die Heilungs- und 
Überlebenschancen nach der Diagnose sind, hängt von zwei Faktoren ab. Zum einen 
von der Dicke des Tumors und zum anderen von der Anwesenheit von Metastasen. 
Wird das Melanom frühzeitig diagnostiziert und hat es eine Dicke von 1 mm noch nicht 
überschritten, sind die Heilungschancen sehr gut [3]. Die bislang einzige effektive 
Therapie ist die frühzeitige chirurgische Entfernung des Tumors. Mit steigender 
Tumordicke und der Anwesenheit von Metastasen in den regionalen Lymphknoten 
oder in anderen Geweben sinkt die Überlebensrate von 93% auf 11% [3, 4]. Dies ist 
eine Folge der geringen Zahl von Behandlungsmöglichkeiten beim Melanom [5]. So 
sorgt die verstärkte Genexpression von multidrug resistence proteins (MDR) für einen 
schnellen Abtransport der Zytostatika und Chemotherapeutika. Als Konsequenz ver-
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halten sich diese Tumore äußerst resistent gegenüber konventionellen Chemo-
therapien [6].  
Auch Strahlentherapien sind wenig erfolgversprechend [7]. Die Melanozyten sind 
permanent der natürlichen UV-Strahlung ausgesetzt. Dadurch besitzen die resultieren-
den Melanome ausgeprägte Reparaturmechanismen. Aus diesem Grund können die 
DNA-Schädigungen, welche durch eine Strahlentherapie hervorgerufen werden, 
schnell beseitigt werden.  
Überschreitet der Tumor eine Dicke von 2 mm, ohne dass die regionalen Lymphknoten 
von Metastasen befallen sind, wird als einzige effektive Therapie nach der 
chirurgischen Entfernung des Tumors das Zytokin Interferon-α verabreicht [8]. Die 
Standardtherapie für Patienten mit Metastasen ist die Verabreichung des 
Chemotherapeutikums Dacarbazin. Allerdings sprechen nur 5-12% der Patienten auf 
die Behandlung an [9-11]. Auf rekombinantes Interleukin-2, dessen Einsatz als 
Therapeutikum angedacht war, sprachen in ersten Versuchen 16% der Patienten an. 
Allerdings konnten weitere Versuchsreihen keine Verbesserung der Überlebensrate 
der Patienten zeigen [12]. Aus diesem Grund wurde das Medikament nie für Phase III-
Studien zugelassen [13].  
 
Auch wenn an anderen Therapieprinzipien gearbeitet wird, gibt es bisher noch keine 
effektive Einzelsubstanz oder Wirkstoffkombination bei der Behandlung von 
Melanomen [14]. Aus diesem Grund ist es notwendig, mehr über das 
Metastasierungsverhalten von Melanomen zu erfahren, um die Diagnostik effektiver zu 
gestalten und um neue Therapieansätze zu entwickeln.  
1.2 Hypoxie und Metastasierung bei Tumoren 
Hypoxie 
Werden Zellen im Gewebe nur unzureichend mit Sauerstoff versorgt, sinkt der Sauer-
stoffpartialdruck. Erreicht dieser einen Wert von kleiner 13 hPa, kommt es zur Aus-
bildung hypoxischer Bereiche in Tumoren. Die Ursache ist die fehlende 
Vaskularisierung innerhalb des Tumors durch die chaotische Anordnung mit blinden 
Enden, Lücken in den Gefäßen und temporäre Zusammenschlüsse der Gefäße 
(Abbildung 1).  
Für den Patienten ist das Auftreten von Hypoxie ein ungünstiger prognostischer Faktor. 
Die Folgen der Hypoxie sind zum einen die resultierende Resistenz gegenüber 
Standardtherapien und zum anderen die Förderung eines malignen Phänotyps [15]. 
Normalerweise induziert Hypoxie den Zelltod durch Apoptose. Allerdings zeigen 
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Tumorzellen meist genetische Veränderungen, die die Zelle vor einem apoptotischen 
Zelltod schützen. Zudem erhöht die Hypoxie die genomische Instabilität und verstärkt 
die Tumorprogression und Aggressivität [16, 17]. Schließlich führt der Selektionsdruck 
zu Hypoxie-adaptierten Zellen, die trotz des Sauerstoffmangels proliferieren können 
[18].  




Im fortgeschrittenen Stadium der Tumorentstehung kann es bei vielen Tumorarten zu 
einer Streuung der Tumorzellen in entfernte Gewebe kommen (Metastasierung). Der 
Prozess der Metastasierung ist sehr komplex, da viele Gene beeinflusst werden müs-
sen. Im ersten Schritt werden Zell-Zell- und Zell-Matrixkontakte gelockert, um eine aus-
reichende Mobilität der Zellen zu erreichen. Dadurch können die Zellen nun den Zell-
verband verlassen. Dies geht mit Änderungen in der Zellmorphologie und der aktiven 
Zellbewegungen einher. Normalerweise ist die Bewegungsfähigkeit der Zellen unter-
drückt, wird aber durch onkogene Transformation zurückgewonnen. Durch die 
Genexpression und Sezernierung von Proteasen durch die Tumorzellen kommt es zum 
partiellen Abbau der Basallamina, während von den Tumorzellen gleichzeitig verstärkt 
Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine exprimiert werden. Die Tumorzellen 
treten in das Blut- und Lymphsystem ein. Dazu muss das Immunsystem umgangen 
werden. Schließlich gelangen die Zellen zum Ort der Metastasenbildung, wo die Zellen 
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erneut adhärieren und proliferieren müssen, bevor es zum Eintritt in das fremde 
Gewebe kommt. Dort kommt es zu Interaktionen mit dem lokalen Gewebe einschließ-
lich der Induktion der Angiogenese zur Tumorversorgung (Abbildung 2).  
 
 
Abbildung 2: Verlauf der Metastasierung (modifiziert, nach Fidler [20]) 
 
Veränderung der Stoffwechselprozesse unter Hypoxie 
Ein wichtiger Auslöser für Metastasierungsprozesse ist die Hypoxie. Die spezifische 
Antwort der Zelle auf die Sauerstoffmangelsituation erfolgt auf zellulärer (Glykolyse) 
und lokaler (Angiogenese) Ebene. Der Hypoxie-induzierbare Faktor 1 (hypoxia-
inducible factor 1, HIF-1) spielt dabei eine wichtige Rolle als Regulator bei der 
Sauerstoffhomeostase von Zellen. Auf Proteinebene bildet dieser Faktor einen Hetero-
dimerkomplex, bestehend aus einer α- und einer β-Untereinheit. Während die β-Unter-
einheit kontinuierlich synthetisiert wird, ist HIF-1α nur unter hypoxischen Bedingungen 
stabil. HIF-1α kontrolliert die Genexpression von etwa 60 verschiedenen Genen [21], 
die bei vielen wichtigen Prozessen wie der Tumorigenese [22] oder der anti-Apoptose 
[23] eine Rolle spielen. Es konnte ein enger Zusammenhang zwischen einer erhöhtem 
HIF-1α-Konzentration und der Prognose für die Patienten gefunden werden. Bei 
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Melanomzellen wurde bereits unter normoxischen Bedingungen eine Überexpression 
von HIF-1α gefunden, wobei sich ein Zusammenhang zwischen der erhöhten HIF-1α-
Genexpression und einer erhöhten Aggressivität des Ursprungstumors ergab [21]. 
Gene, welche durch HIF-1α reguliert werden, sind z.B. E-Cadherin [24] oder der 
vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor, VEGF) 
[25]. E-Cadherin ist für die Zellanhaftung essentiell und dessen Verlust ein wichtiger 
Auslöser für die Progression, Aggressivität und Invasion, z.B. bei Nierentumoren [24, 
26]. Eine Verringerung der Genexpression und Proteinsynthese von E-Cadherin als 
Folge hypoxischer Bedingungen konnte an verschiedenen Tumorzellen gezeigt werden 
[26, 27]. Bei VEGF handelt es sich um einen Wachstumsfaktor, der eine wichtige Rolle 
bei der Gefäßneubildung spielt. Unter Sauerstoffmangel wird seine Genexpression 
durch HIF-1α erhöht. Dadurch ist die Bildung neuer Blutgefäße und somit eine bessere 
Sauerstoffversorgung gewährleistet [25].  
 
Aspekte der Therapie hypoxischer Tumore 
Die Therapie von Tumoren mit hypoxischen Arealen gestaltet sich schwierig. Zum 
einem ist dies auf die fehlende vaskuläre Vernetzung der hypoxischen Bereiche 
zurückzuführen. Dadurch können Zytostatika und Chemotherapeutika nicht zu ihrem 
Zielort gelangen und wirken. Zum anderen ist auch die Bestrahlung von hypoxischen 
Tumoren mit ionisierenden Strahlen weniger effektiv als bei normoxischen Tumoren. 
Die Schäden, die durch die ionisierenden Strahlen bei den Tumoren entstehen, 
beruhen u.a. auf der Bildung von Radikalen. Diese Radikale reagieren mit dem Sauer-
stoff aus der Umgebung, wodurch eine permanente Schädigung auf Grund von 
Doppelstrangbrüchen erfolgt, welche letztendlich zum Zelltod führen. Dieser Radio-
sensibilisierungseffekt durch den vorhandenen Sauerstoff fehlt in einem hypoxischen 
Bereich. Als Konsequenz müssen Tumore mit hypoxischen Arealen mit wesentlich 
höheren Dosen bestrahlt werden, um ähnliche Schädigungen wie bei den 
normoxischen Tumoren hervorzurufen [19].  
Es gibt verschiedene Strategien, die Hypoxie für die Tumortherapie zu nutzen. So 
werden z.B. Verbindungen untersucht, die durch Hypoxie aktiviert werden. Ein 
Vertreter dieser Gruppe ist Tirapazamin. Dieses Benzotriazin wird durch zelluläre 
Reduktasen zu einem Radikal reduziert. Eine Rückreaktion erfolgt, wenn Sauerstoff 
vorhanden ist. Ist dies nicht der Fall, erzeugt der spontane Zerfall ein Hydroxylradikal 
oder ein oxidiertes Benzotriazinylradikal. Letztendlich schädigen die Radikale die 
Topoisomerase II, wodurch DNA-Schädigungen in Form von Doppelstrangbrüchen 
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hervorgerufen werden [19]. Angewandt wird diese Verbindung meist in Kombination mit 
dem Chemotherapeutikum Cisplatin, während eine Behandlung in Verbindung mit einer 
Strahlentherapie keinen zusätzlichen Nutzen zeigt [28].  
1.3 Die Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden 
Eph-Rezeptoren 
Bei den Rezeptor-Tyrosinkinasen handelt es sich um transmembranständige 
Rezeptoren. Am intrazellulären Bereich der Rezeptoren befindet sich eine Kinase-
domäne. Bei Kinasen handelt es sich um Transferasen, welche die Phosphorylierung 
von Tyrosinresten verschiedener Proteine ermöglichen, um nachgeschaltete Signal-
kaskaden in Gang zu setzen. Die größte Gruppe innerhalb der Rezeptor-Tyrosin-
kinasen sind die Eph-Rezeptoren. Identifiziert wurde der erste Eph-Rezeptor dieser 
Klasse 1987 von Hirai et al. aus Erythropoietin-produzierenden hepatozellulären 
Karzinomen (Eph) [29]. In der Literatur wird üblicherweise „Eph“ als Synonym für die 
Eph-Rezeptoren verwendet. Eph-Rezeptoren und ihre Liganden, die Ephrine, spielen 
eine wichtige Rolle bei verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen 
Prozessen. Diese sind die embryonale Entwicklung, die Angiogenese und die 
Tumorigenese [30]. Signalkaskaden ausgehend von Eph-Rezeptoren verändern die 
Zellmorphologie, Adhäsion, Migration und Invasion durch die Beeinflussung von 
Integrinen und interzellulären Adhäsionsmolekülen sowie Modifizierungen der Aktin-
Zytoskelettorganisation [31]. Zudem werden die Rezeptoren bei der embryonalen Ent-
wicklung in allen Geweben exprimiert und sind an der kardiovaskulären Entwicklung 
und der Skelettentwicklung sowie an der Axonausbildung und Gewebemusterbildung 
beteiligt [30, 32]. Veränderungen der Eph-Ephrin-Signalwege führen zu kongenitalen 
Veränderungen und Tumoren [31, 33, 34]. Heute sind in eukaryotischen Zellen 15 
Mitglieder der Eph-Rezeptorfamilie bekannt, die aus einer N-terminalen globulären 
Domäne (Ligandbindungsdomäne), einem Cystein-reichen Bereich, zwei Fibronektin-
III-Domänen, einer Transmembran-Domäne und einer intrazellulären Tyrosinkinase-
Domäne bestehen (Abbildung 3). Innerhalb der Eph-Rezeptorklasse gibt es auf 
Grundlage der Sequenzhomologien und Bindungsaffinitäten die zwei Subklassen A 
und B [35]. 
 
Ephrin-Liganden 
Hauptsächliche Bindungspartner der Eph-Rezeptoren sind die Ephrine (Eph family 
receptor interacting proteins). Zurzeit sind neun Ephrine bekannt, die sich auf Basis 
ihrer Membranverankerung ebenfalls in die zwei Subklassen A und B einteilen lassen. 
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Besitzen Ephrine einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI), mit dem sie an der 
Zellmembran verankert sind, werden sie als EphrinA-Liganden bezeichnet. EphrinB-
Liganden dagegen sind über eine Transmembrandomäne mit dem zytosolischen 
Bereich verbunden und besitzen im Gegensatz zu den EphrinA-Liganden zusätzlich 
intrazelluläre Tyrosin- und Serin-Phosphorylierungsstellen (Abbildung 3). Die Bindung 
der Liganden an die Rezeptoren erfolgt innerhalb ihrer Klassen promiskuitiv 
(Abbildung 4) [31]. Auch klassenübergreifende Bindungen sind möglich, gehören aber 




















Abbildung 3:  Struktur der Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden 
  PDZ - Postsynaptic density 95-Discs large-Zonula occludentes-1-protein 
  GPI - Glykosylphosphatidylinositol-Anker (modifiziert, nach Mosch et al. [36]) 
Da sowohl der Rezeptor als auch der Ligand fest in der Membran verankert sind, wird 
normalerweise ein Zell-Zell-Kontakt für die Signalweiterleitung benötigt. Eine 
Besonderheit der EphrinA-Liganden ist, dass diese von der Zelloberfläche abgelöst 
werden können und trotzdem ihre Funktionalität behalten. Wahrscheinlich repräsentiert 
dies einen zusätzlichen Signalweg, der ohne den notwendigen Zellkontakt auskommt 
[38, 39]. 
Nach der Bindung von membranständigen oder oligomerisierten, löslichen Ephrinen an 
die Rezeptoren kommt es zu einer Dimerisierung der Rezeptoren und der Trans-
autophosphorylierung von mindestens zwei Tyrosinresten bei den Eph-Rezeptoren [40, 
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41]. Die phosphorylierten Tyrosinreste dienen nun als Bindungsstelle für verschiedene 
zytoplasmatische Proteine. Dazu zählen Mitglieder der Ras-Familie wie z.B. 
p120RasGAP [42], die fokale Adhäsions-Kinase (FAK) [43], die zytoplasmatische 
Tyrosinkinase der Sarkom-Kinase-Familie (Src-Familie) [44] sowie die p85-Untereinheit 
der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) [45]. Diese Art der Signaltransduktion wird als 
forward signaling bezeichnet. Die Besonderheit der Eph-Ephrin-Bindung ist jedoch, 
dass es nicht nur in der Rezeptor-tragenden Zelle zur Signalweiterleitung kommt, 
sondern auch in der Ligand-tragenden Zelle. Dies wird als reverse signaling 
bezeichnet. Bei den EphrinB-Liganden erfolgt ähnlich wie bei den Eph-Rezeptoren eine 
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domäne [46]. Für die EphrinA-Liganden 
liegen nur indirekte Hinweise für eine reverse Signaltransduktion vor. So zeigten Davy 












Abbildung 4:  Hauptinteraktionen von Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden (modifiziert 
          nach Mosch et al. [36]) 
 
Bedeutung der Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden im Tumorgeschehen  
Anders als bei klassischen onkogenen Wachstumsfaktoren führt die Aktivierung von 
Eph-Rezeptoren nur in Ausnahmefällen zur Beeinflussung der Proliferation von Tumor-
zellen. Vielmehr führt eine Veränderung der Eph-Rezeptor-Regulierung zu Effekten bei 
der Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Anhaftung, der Organisation des Zytoskeletts und Modifi-
kationen des Zellüberlebens. Dies führt zu einer erhöhten Zellmotilität, Tumorzell-
invasion und Metastasierung [36]. Beim Metastasierungsprozess von Melanomen 
spielen auch die Mitglieder der Eph-Ephrin-Familie eine wichtige Rolle. So konnte 
gezeigt werden, dass sich die EphB6-Genexpression mit steigendem Malignitätsgrad 
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reduziert [48], während EphB4 das invasive Verhalten von Melanomen fördert [49]. 
Zudem wurde vielfach eine Überexpression des Eph-Rezeptors EphA2 und seines 
Liganden EphrinA1 bei Melanomen beobachtet [50-53]. Es besteht ein direkter 
Zusammenhang zwischen der EphA2-Genexpression und der Dicke eines Melanoms 
sowie einer erhöhten Zellproliferation [53]. Zudem wird davon ausgegangen, dass 
EphA2 als Promotor für die Metastasierung von Melanomen dient [54]. Ein Auslöser für 
eine veränderte Genexpression und Synthese verschiedener Eph-Rezeptoren und 
Ephrin-Liganden kann unter anderem eine hypoxische Umgebung sein. So konnte 
bereits am Tiermodell ein Einfluss der Hypoxie auf die Rezeptoren EphA2 und EphB4 
sowie die Liganden EphrinA1 und EphrinB2 gezeigt werden [55-57].  
Die Prüfung des Einflusses der Hypoxie auf die Expression und Synthese dieser Eph-
Rezeptoren und Ephrin-Liganden bei humanen Melanomzelllinien muss jedoch noch 
erfolgen und soll Gegenstand dieser Arbeit sein.  
1.3.1 Der Rezeptor EphA2 und sein Ligand EphrinA1 
Der EphA2-Rezeptor kommt anders als die meisten anderen Eph-Rezeptoren primär 
bei adulten humanen Epithelzellen vor [58]. Die zelluläre Funktion des Rezeptors ist 
jedoch noch ungenügend aufgeklärt und wird meist im Zusammenhang mit Tumor-
modellen betrachtet. So liegt das EphA2-Gen bei verschiedenen humanen Karzinomen 
überexprimiert und funktionell verändert vor [30, 59, 60]. Eine wichtige Rolle wird dem 
Rezeptor bei der Regulation des Zellwachstums, des Zellüberlebens, der Migration und 
der Angiogenese zugedacht [45, 61]. Während der EphA2-Rezeptor bei den normalen 
Epithelzellen das Zellwachstum und die Migration negativ reguliert, fungiert er bei 
Karzinomen als ein starkes Onkogen [60, 62, 63]. Die Ursache für dieses unterschied-
liche Verhalten ist die Ligandbindung. Zellen mit einem normalen EphA2-Rezeptor-
Gehalt binden stabil mit EphrinA1-Liganden von Nachbarzellen [62]. Bei malignen 
Zellen mit einem hohen EphA2-Gehalt ist die Bindung des Liganden nicht unbedingt für 
die Tyrosinkinaseaktivität erforderlich. Stattdessen scheint der Ligand die Lokalisierung 
des EphA2-Rezeptors und dessen Interaktionen mit Adapter- und Signalmolekülen zu 
regulieren [60, 62]. Bisher ist noch unklar, weshalb der EphA2-Rezeptor die 
Phosphorylierung für seine Enzymaktivität nicht benötigt.  
Die Regulierung des EphA2-Rezeptors erfolgt über transkriptionale und post-
translationale Mechanismen [64]. So wird die EphA2-Rezeptortranskription u.a. durch 
p53 reguliert [65], welches bei vielen Tumoren mutiert vorliegt. In der Literatur wurde 
bereits früh gezeigt, dass eine Überexpression des EphA2-Gens beim malignen 
Melanom vorliegt [53, 59, 66-68]. Eine erhöhte Genexpression von EphA2 ist zudem 
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mit einem höheren Metastasierungspotential verbunden [54, 59, 66]. Zusammen mit 
seinem Liganden EphrinA1 dient er als Wachstumsfaktor für Melanome. Normale 
Melanozyten reagieren dagegen nicht auf den Liganden [69]. Andere Arbeitsgruppen 
fanden einen Zusammenhang zwischen der erhöhten Genexpression des EphA2-
Rezeptors und der Dicke des Melanoms [53], was wiederum im Zusammenhang mit 
einem erhöhten Metastasierungspotential steht.  
 
Der Ligand EphrinA1 wurde 1990 als ein, durch den Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) 
induzierbares Gen bei Endothelzellen beschrieben [70], bevor er 1994 als Ligand des 
EphA2-Rezeptors identifiziert wurde [71]. Dabei muss der Ligand nicht unbedingt in 
denselben Tumoren überexprimiert sein wie sein Rezeptor EphA2. So konnte gezeigt 
werden, dass EphrinA1 in einer geringen Menge bei Brusttumoren vorhanden war, 
während der EphA2-Rezeptor überexprimiert vorlag [39]. Bei anderen Brusttumoren 
dagegen lag ein höherer Gehalt von EphrinA1 bei gleichzeitig geringen Mengen des 
EphA2-Rezeptors vor [72]. Eine erhöhte Genexpression des Liganden steht zudem 
z.B. bei Adenokarzinomen im Zusammenhang mit dem Malignitätsgrad [73]. 
 
In normalen Zellen führt die Bindung des EphrinA1-Liganden an den EphA2-Rezeptor 
zur Phosphorylierung und Herabregulierung des Rezeptors, wodurch die Funktion und 
Lokalisierung der intrazellulären Proteine, die mit dem Rezeptor interagieren, 
beeinflusst wird. Dies beeinflusst wiederum das Wachstum, das Zellüberleben, die 
Migration und die Invasion negativ [60, 62]. So führt die Bindung von EphrinA1 an 
EphA2 zur Dephosphorylierung und Dissoziation der fokalen Adhäsionskinase (FAK), 
welche normalerweise mit nichtphosphoryliertem EphA2 interagiert. Die Dissoziation 
inaktiviert die Integrine, wodurch wiederum das invasive Verhalten von Tumorzellen 
negativ beeinflusst wird [43]. Stimuliert man Tumorzellen mit EphrinA1-Fc (einem 
Disulfid-verbrückten Homodimer bestehend aus Maus-EphrinA1 und dem Fc-Teil des 
humanen Immunglobulins IgG1), wird der EphA2-Rezeptor ebenfalls phosphoryliert und 
herunterreguliert [74]. Bei Zellen mit einer hohen Genexpression des EphA2-Rezeptors 
wird die Phosphorylierung und Aktivität der FAK beibehalten und führt zu einer 
erhöhten Genexpression der Matrix-Metalloproteinase-2 [74]. Dies wiederum führt zu 
einer höheren Invasivität Tumorzellen.  
 
Untersuchungen zum Einfluss der Genexpression von EphA2 und EphrinA1 unter 
Hypoxie sind sehr selten und fanden im Tier- und nicht am Zellmodell statt. So ver-
wendeten Vihanto et al. für ihre Untersuchungen ein Segmenthauthypoxiemodell der 
Maus [56] und konnten eine Verstärkung der Genexpression und Proteinsynthese des 
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EphA2-Rezeptors zeigen. Dagegen wird der Einfluss der Hypoxie auf den Liganden 
EphrinA1 in der Literatur kontrovers diskutiert. Während Vihanto et al. mit ihrem 
Mausmodell eine Hochregulierung der Genexpression feststellen konnten [56], zeigten 
Truog et al. bei ihren Untersuchungen zum Einfluss einer chronischen Hypoxie auf die 
postnatale Lungenneugestaltung an Mäusen eine Abregulierung der EphrinA1-
Genexpression [55].  
1.3.2 Der Rezeptor EphB4 und sein Ligand EphrinB2 
EphB-Rezeptoren und EphrinB-Liganden spielen eine wichtige Rolle bei der Entwick-
lung des Gefäßsystems. So wird der Rezeptor EphB4 auf den Venen und sein Ligand 
EphrinB2 auf den Arterien exprimiert. Sie übernehmen eine Schlüsselrolle bei der 
Definition vaskulärer Grenzen [75]. Obwohl es innerhalb einer Eph-Ephrin-Klasse zu 
promiskuitiven Bindungen kommt, ist EphrinB2 der bevorzugte Ligand für den EphB4-
Rezeptor [76]. Anfangs wurde dieses Eph-Ephrin-System im Kontext mit der Axon-
lenkung betrachtet, mittlerweile aber wird der Einfluss von EphB4/EphrinB2 bei der 
Tumorangiogenese als immer wichtiger eingeschätzt [77], wobei die resultierenden 
Effekte sehr oft widersprüchlich sind [78]. So konnte auch für dieses Rezeptor-Ligand-
Paar ein Einfluss auf die Progression von Tumoren gezeigt werden [79, 80], so u.a. 
beim Melanom [81]. Dabei steht eine hohe Genexpression des EphB4-Rezeptors mit 
einer schnellen Migration hochmaligner Melanomzellen in Verbindung [49]. Bei Brust-
tumoren dagegen bewirkt das vorwärtsgerichtete Signal des EphB4-Rezeptors eine 
Inhibierung der Migration und Invasion der Zellen [78]. Die Aktivierung des EphB4-
Rezeptors führt zu zahlreichen Veränderungen beim Zellverhalten, so z.B. bei der Zell-
adhäsion, der Migration und der Interaktion mit Ligand-tragenden Zellen [82-84]. 
Proteine wichtiger Signalwege, die durch den EphB4-Rezeptor beeinflusst werden, 
sind u.a. PI3K, Src und Komponenten der FAK [78, 85, 86]. Das normale, vorwärts-
gerichtete Signal führt bei diesem Rezeptor-Ligand-Paar zur Repulsion und verhindert 
ein Vermischen venöser und arterieller Gefäße. Im Gegensatz zum EphA2-Rezeptor ist 
bisher nur wenig über die vorwärtsgerichtete Signalübertragung des EphB4-EphrinB2-
Paares bekannt [87]. Dagegen spielt die reverse Signalweiterleitung des EphrinB2-
Liganden eine wichtige Rolle bei der Blutgefäßentwicklung und bei der Verstärkung 
und Verringerung der Permeabilität [85, 88]. In der Tumorangiogenese führt die Unter-
brechung des EphB4-EphrinB2-Signals z.B. durch lösliches EphB4 zur Inhibierung der 
Angiogenese und des Tumorwachstums [89, 90].  
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Über den Einfluss der Hypoxie auf das Genexpressionsverhalten des EphB4-
Rezeptors und des EphrinB2-Liganden ist in der Literatur nur wenig bekannt. Vihanto 
et al. untersuchten dieses Rezeptorpaar an einem Segmenthauthypoxiemodell der 
Maus [56]. Die Autoren stellten eine Hochregulierung sowohl des EphB4-Rezeptors als 
auch des EphrinB2-Liganden fest. Im Gegensatz dazu stellten Claxton und Fruttiger 
eine Abregulierung der EphrinB2-Genexpression unter Sauerstoffmangel fest [57]. 
1.3.3 Die Eph-Rezeptoren als mögliche Zielproteine für die 
Tumortherapie 
Vielfach wurde gezeigt, dass das EphA2-Gen bei vielen Tumorarten überexprimiert 
wird. Die Grundidee, Eph-Rezeptoren und Ephrine als Zielmoleküle für Antitumor-
therapien einzusetzen, ist nicht neu. So konnte eine Inhibierung der Signalübertragung 
durch EphA2-Fc erreicht werden, die zur Blockierung der Neoangiogenese und 
Tumorprogression führten [91]. Auch der Einsatz von Antikörpern gegen EphA2 führte 
zu einer Verringerung des Tumorwachstums bei Tiermodellen [92]. Im Gegensatz dazu 
zeigten Kiewlich et al., dass der Einsatz von EphA2-Antikörpern bei MDA-231-Zellen 
(Brusttumor) nicht zu einer Verringerung des Tumorwachstums führte [93]. Aus diesem 
Grund ist es sinnvoll, den Antikörper gegen Eph-Rezeptoren oder Ephrin-Liganden 
zusätzlich mit einem Radionuklid oder einem Toxin zu versehen [94]. So wäre durch 
den Einsatz von Molekülen, die mit Radionukliden gekoppelt sind, eine Endoradio-
nuklidtherapie möglich. Auf der anderen Seite bietet sich durch die Verwendung von 
Diagnosenukliden die Möglichkeit der Diagnose von Tumoren mittels Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) an. Zum Teil fanden dazu schon erste Untersuchungen 
statt. So untersuchten Cai et al. einen EphA2-Antikörper, an welchen 64Cu über den 
Chelator DOTA gebunden wurde [95]. 
Ähnliches gilt für den EphB4-Rezeptor, dessen Rolle bei der Tumorprogression jedoch 
sehr kontrovers diskutiert wird [78]. So wird er in vielen verschiedenen Tumorarten 
überexprimiert, aber z.B. bei Kolorektaltumoren herabreguliert, was in diesem Fall 
gleichbedeutend mit einer schlechteren Prognose für die Patienten ist [96]. Bei 
Melanomzellen führt eine erhöhte Expression des EphB4-Rezeptors zu einer schnel-
leren Migrationsgeschwindigkeit und somit zu einer erhöhten Malignität der Zellen [49]. 
Bei Brustkrebszellen dagegen inhibiert die vorwärtsgerichtete EphB4-Signaltrans-
duktion die Migration und Invasion der Zellen. In diesem Fall scheint eine Tumor-
suppression von dem Rezeptor auszugehen [78]. Hier wäre die oben skizzierte 
Anwendung nicht sinnvoll und vermutlich sogar sehr risikobehaftet. 
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Aus diesem Grund ist eine ausführliche Charakterisierung der Rezeptoren und 
Liganden als Grundlage für die Entwicklung geeigneter Radiotherapeutika für den 
Einsatz z.B. beim Melanom notwendig und soll Gegenstand dieser Arbeit sein. Dabei 
sollte auch der hypoxische Einfluss charakterisiert werden, um abzuschätzen, ob die 
ausgewählten Rezeptoren und Liganden als Zielmoleküle für die Detektion hypoxischer 
Bereiche in Frage kommen. Dazu bietet sich neben den Untersuchungen an Mono-
layerzellen auch der Einsatz von Zellsphäroiden an. Diese Zellsphäroide bilden auf 
Grund der unzureichenden Versorgung der Zellen im Inneren einen hypoxischen Gra-
dienten aus.  
1.4 Multizelluläre Sphäroide 
Durch die Kultivierung von Monolayerzellen auf Oberflächen, die keine Adhäsions-
möglichkeit bieten, bilden viele Zelllinien multizelluläre Strukturen, aus denen kleine 
Zellaggregate entstehen. Diese wachsen zu kugeligen Gebilden heran, die als multi-
zelluläre Sphäroide (engl. multicellular spheroids, MCS) bezeichnet werden. Handelt 
es sich bei den Zelllinien um Tumorzellen, spricht man auch von multizellulären 
Tumorsphäroiden (MTS). Diese dreidimensionalen Zellsysteme werden bereits seit 
Jahrzehnten in der medizinischen und biologischen Forschung eingesetzt [97] und stel-
len die Verbindung zwischen In-vitro-Zellsystemen (Monolayerzellkultur) und In-vivo-
Situationen dar. Auch wenn die biologische Komplexität der In-vivo-Situation nicht hin-
reichend wiedergegeben werden kann, da der Einfluss von Hormonen, Zytokinen und 
Tumorangiogenese unberücksichtigt bleibt, stellen die MTS das Mikromilieu von 
kleinen avaskulären Tumoren und kleinen Metastasen in vivo sehr gut dar [98]. 
 
Aufbau eines Sphäroids 
Innerhalb des Sphäroids gibt es unterschiedliche Bereiche (Abbildung 5). Im äußeren 
Bereich befinden sich die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase und prolife-
rieren. Sie sind vergleichbar mit proliferierenden Zellen im Tumor, die sich in der Nähe 
der Blutgefäße befinden. Die Zwischenschicht eines Sphäroids besteht aus ruhenden 
(dormanten) Zellen. Durch die größere Entfernung zum Nährmedium entstehen ähnlich 
wie im Tumor Gradienten von Sauerstoff, Nährstoffen, Kohlendioxid und anderen 
Stoffwechselprodukten, wodurch sich die Zellen in einen nicht-proliferierenden Zustand 
(G0-Phase) begeben. Erreicht das Sphäroid eine bestimmte Größe, kommt es im 
Inneren zur Ausbildung von Nekrose durch die absterbenden Zellen. Die Ursache der 
nekrotischen Vorgänge im Sphäroidinneren sind die unzureichenden Zell-Zell-Inter-
aktionen, da nur die äußere Schicht mit Nährstoffen aus dem umgebenden Medium 
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versorgt wird und sich die Aufnahme und Abgabe von Stoffen verändert [100, 101]. 
Allerdings kommt es auch bei einem genügenden Sauerstoff- und Glukoseangebot zur 
Ausbildung des nekrotischen Kerns. Die Ursachen dafür sind die komplexen Inter-
aktionen durch verschiedene Faktoren wie z.B. Akkumulation und langsamer bzw. 
fehlender Abtransport anfallender Abfallprodukte [102].  
Erreicht ein avaskulärer Tumor eine Größe von ca. 500 µm, bilden sich im Inneren 
hypoxische Bereiche aus. Die Zellen können nur durch Angiogenese oder Invasion in 
besser versorgte Bereiche entkommen. Die Hypoxie ist ein entscheidender Faktor zur 
Stimulation des invasiven Wachstums und der Tumorangiogenese. Kommt es nicht zur 
Angiogenese, stagniert das Tumorwachstum. Ähnliches gilt für die Sphäroide. Diese 
sind zwar für eine längere Zeit nach dem Erreichen des Maximaldurchmessers haltbar, 
zeigen aber keine weitere Volumenzunahme unabhängig davon, wie häufig ein 
Mediumwechsel stattfindet [103].  
 
 
Abbildung 5: Darstellung des Aufbaus von Sphäroiden und deren chemische Gradienten 
          (modifiziert, nach Friedrich et al. [99])  
 
Generierung von Sphäroiden 
Für die Generierung von Sphäroiden stehen verschiedene Methoden zur Verfügung. 
Bei der liquid overlay-Technik wird eine Suspension auf eine nicht-adhäsive Oberfläche 
gegeben. Dabei handelt es sich meist um eine Beschichtung aus Agarose, gelöst in 
unterschiedlichen Flüssigkeiten [104]. Zur Ausbildung der Sphäroide kommt es da-
durch, dass die adhäsiven Kräfte zwischen den Zellen größer sind als zwischen den 
Zellen und dem Kultivierungsmaterial. Mit dieser Methode lassen sich die Größe und 
die Anzahl der Sphäroide sehr gut steuern. Nachteilig sind die großen Sedimentations-
kräfte, die auf die Aggregate wirken [105].  
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Die Methylzellulosemethode basiert auf ähnlichen Bedingungen und wurde 1998 von 
Korff und Augustin etabliert [106]. Man nutzt die Viskosität der Methylzellulose aus, um 
ein Absetzen der Zellen zu verhindern. Zusätzlich werden Platten mit Rundwellboden 
verwendet. Vor- und Nachteile entsprechen denen der liquid overlay-Technik. 
 Bei der spinner flask-Methode wird die Zellsuspension durch einen magnetischen 
Rührer in Bewegung gehalten, wodurch sich die Zellen in Schwebe befinden und keine 
Bindung mit dem Kulturgefäß eingehen können [97]. Dadurch wird der Nachteil der 
wirkenden Sedimentationskräfte aufgehoben, jedoch stehen dem die zum Teil sehr 
großen Scherkräfte entgegen. Ein weiterer Nachteil dieser Methode ist, dass kein Ein-
fluss auf die Größe und die Anzahl der Sphäroide genommen werden kann. 
Manchmal wird auch eine Kombination aus liquid overlay-Technik und spinner flask-
Methode verwendet. Hierbei werden die Zellen zunächst auf Agaroseplatten ange-
züchtet und anschließend in Spinner-Flaschen gegeben. Beim gyratory rotation system 
befinden sich die Zellen in einem ständig rotierendem Kulturgefäß, wodurch ein Ab-
setzen der Zellen verhindert wird [107]. Diese Methode zeichnet sich durch eine hohe 
Reproduzierbarkeit über eine längere Zeitspanne aus [105].  
Eine weitere Methode ist die hanging drop-Methode. Dabei wird die Zellsuspension auf 
ein Kulturgefäß aufgebracht und dieses dann hängend gelagert. Aufgrund der Schwer-
kraft lagern sich die Zellen zusammen und bilden Sphäroide. Große Nachteile sind 
zum einen die Unhandlichkeit und zum anderen, dass sich das Verfahren nicht für 
Screening-Untersuchungen eignet. 
Für die vorliegende Arbeit ist das Modell der Tumorsphäroide hinsichtlich der sich aus-
bildenden Hypoxie im Inneren des Sphäroids von Interesse. Diese Hypoxie wird als 
intrinsische Hypoxie bezeichnet. Dabei sollen direkte Vergleiche mit dem 
extrinsischen Hypoxiemodell stattfinden. Bei diesem Modell werden die Zellen als 
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1.5 Zielstellung 
Die Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden spielen eine wichtige Rolle bei der Progres-
sion und der Metastasierung von Tumoren. Da für das metastasierende Melanom ge-
genwärtig nur unzureichende Behandlungsmöglichkeiten zur Verfügung stehen, müs-
sen neue Therapieansätze erschlossen werden. Beispielsweise nimmt das Prinzip der 
radiochemischen Markierung von Antikörpern die gegen geeignete Zielmoleküle ge-
richtet sind nimmt dabei einen immer höheren Stellenwert ein. Auch eine Radio-
sensibilisierung durch den Einsatz von Kinase-Inhibitoren ist denkbar. Ein wichtiger 
Einflussfaktor bei der Therapiewirkung ist die Hypoxie. Bisher ist nur wenig über den 
Einfluss der Hypoxie auf die Genexpression und die Proteinsynthese der verschiede-
nen Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden beim Melanom bekannt.  
 
Ausgehend von diesem Hintergrund wurden folgende Arbeitshypothesen formuliert: 
 
1. Die Hypoxie als ein wichtiger Auslöser für Metastasierungsprozesse verändert 
die Genexpression und die Proteinsynthese verschiedener Eph-Rezeptoren 
und Ephrin-Liganden. 
  
2. Das Metastasierungsverhalten von verschiedenen Melanomzelllinien wird durch 
die veränderte Genexpression und Proteinsynthese unterschiedlicher Eph-
Rezeptoren und Ephrin-Liganden unter Hypoxie beeinflusst.  
 
3. Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden eignen sich beim Melanom als mögliche 
Zielmoleküle für die Entwicklung neuer Radiotherapeutika. 
 
Daraus leiten sich folgende konkrete Fragestellungen ab: 
 
 Wie hoch sind die Genexpression und die Proteinsynthese verschiedener Eph-
Rezeptoren und Ephrin-Liganden bei den verwendeten Zelllinien unter 
normoxischen Bedingungen? 
  
 Wirkt sich die Reduktion der Sauerstoffkonzentration auf die Genexpression 
und die Proteinsynthese verschiedener Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden 
aus? 
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 Wie wirkt sich die Überexpression einzelner Rezeptoren auf das 
Metastasierungsverhalten der Zelllinien unter Hypoxie aus? 
 
 Gibt es einen Zusammenhang zwischen Hypoxie und Bestrahlung bei der 
Genexpression und Proteinsynthese der Rezeptoren? 
 
 Gelingt es, die verwendeten Monolayerzellen als Sphäroide zu kultivieren und 
eignen sich diese als Modell zur Untersuchung der intrinsischen Hypoxie? 
Ergeben sich Unterschiede zu den Untersuchungsergebnissen der 
extrinsischen Hypoxie? 
 
 Sind bestimmte Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden als Zielmoleküle bei der 
Diagnostik und Therapie von Melanomen geeignet? 
 
 
Die nun nachfolgenden Untersuchungen gestatten Aussagen zu den Zusammen-
hängen zwischen der Hypoxie und der Genexpression bzw. der Proteinsynthese ver-
schiedener Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden beim Melanom. Daraus schluss-
folgernd soll die mögliche Eignung derselbigen als Targets für die Entwicklung neuer 
Radiodiagnostika und Radiotherapeutika bewertet werden. 
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Aktivimeter ISOMED 2000 
Nuklear-Medizintechnik Dresden GmbH, 
Dresden 
Analysenwaage Sartorius AG, Göttingen 
BioImaging System MF-ChemBIS 3.2 Biostep GmbH, Jahnsdorf 
Brutschrank HeraCell 
Heraeus/Kendro Laboratory Products  
GmbH, Hanau 
DNA Engine Gradient Cycler PTC-200 MJ Research, Watertown (USA) 
Durchflusszytometer FACSAria™ II Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Durchflusszytometer FACSCalibur™ Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Elektrophoresekammer Mini Sub Cell GT Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Gamma-Detektor COBRA II Canberra-Packard GmbH, Dreieich 
Geldokumentationssystem Gene Flash Syngene Bio Imaging, Cambridge (GB)  
Gelelektrophorese-System (Mini-Protean) Agilent Technologies, Waldbronn 
Inkubator C200 Labotect GmbH, Göttingen 
Inkubationsschüttler C24KC New Brunswick, Edison (USA) 
Mastercycler® epgradient S realplex2 Eppendorf AG, Hamburg 
Mastercycler® epgradient S  Eppendorf AG, Hamburg 
Mikroskop AxioImanager A1 Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena 
Mikroskop Axiowert 40 CFL Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena 
Mikroskop Olympus IX50 Olympus, Hamburg 
Mikrotom Jung Cryopolycut 
Leica Mikrosystem Vertrieb GmbH, 
Wetzlar 
Mikrozentrifuge 5415 R Eppendorf AG, Hamburg 
Photometer Bio Eppendorf AG, Hamburg 
Photometer Synergy 4 BioTek Instruments, Bad Friedrichshall 
Röntgenröhre Maxishot Yxlon International, Hamburg 
Schüttelinkubator Titramax 1000 
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach 
Sterilbank SterilGARD II Advance The Baker Company, Sandford (USA) 
Stromversorgungsgerät PowerPac Basic Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg 
Material und Methoden                                                                                                  26 
TransBlot Semi-Dry Blotter Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Ultraschall-Homogenisator Sonopuls HD  
2200 
Bandelin electronic GmbH & Co. KG,  
Berlin 
UNIDOS Dosimeter PTW, Freiburg 
Zellzählgerät Casy® Model TT Schärfe-System GmbH, Reutlingen 
Zentrifuge Biofuge stratos 
Heraeus/Kendro Laboratory Products 
GmbH, Hanau 
Zentrifuge 5415 R Eppendorf AG, Hamburg 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Nicht gesondert aufgeführte Materialien für den biologisch-biochemischen Gebrauch 
wurden von den Firmen Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Eppendorf AG 




Cloning-Zylinder                                
(Höhe: 8 mm, Außen-Ø: 8 mm) 
Hilgenberg GmbH, Malsfeld 
Gel-Blotting-Papier (1,4 mm dick) Whatman GmbH, Dassel 
Kryoröhrchen (1,2 ml) Biochrom AG, Berlin 
Objektträger Super frost Plus Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Reaktionsgefäße 0.2 ml Thermo-Strips Fisher Scientific GmbH, Nidderau 
Reagenzgläser Polystyrene 5 ml für die 
Durchflusszytometrie 
BD Biosciences, Heidelberg 
Western Blot-Membran Westran CS RL, 
PVDF 0,45 µm 
Fisher Scientific GmbH, Nidderau 
Zellkultureinsätze ThinCerts™  
(Porengröße 8 µm) 
Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen 
Zellkulturflaschen 25 cm2/75 cm2 Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen 
Zellkulturplatten 6-, 24- und 96-well  Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen 
Zellsiebe Fisherbrand, 40 µm  Fisher Scientific GmbH, Schwerte 
Zentrifugenröhrchen 15 ml/50 ml Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen 
2.1.3 Chemikalien und Enzyme 
Die käuflich erworbenen Chemikalien und Reagenzien wurden mit größtmöglicher 
Reinheit von den angegebenen Firmen bezogen. Nicht gesondert aufgeführte 
Material und Methoden                                                                                                  27 
Chemikalien wurden von den Firmen Merck KGaA (Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co. 





Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Albumin Standard Fisher Scientific GmbH, Schwerte 
Agar-Agar Carl Roth GmbH % Co. KG, Karlsruhe 
Agarose UltraPure Invitrogen, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Ampicillin Natriumsalz Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Antibiotika Penicillin/Streptomycin Biochrom AG, Berlin 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Calcein acetoxymethylester (AM)  
Fluorescent Dye 
BD Biosciences, Bedford, USA 
Carboxymethylcellulose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Casy®ton und Casy®clean Schärfe-System GmbH, Reutlingen 
Coomassie Brilliantblau G-250 Ferak Berlin GmbH, Berlin 
Desoxyribonuklease I (DNase I), RNase-
frei mit 10x Reaktionspuffer mit MgCl2 und 
25 mmol/l EDTA 
Fermentas GmbH, St. Leon-Roth 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Dithiothreitol (DTT) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Dynabeads® Protein A und Protein G Invitrogen, Darmstadt 
Eosin B Merck KGaA, Darmstadt 
EphrinA1-Fc R&D Systems, Abingdon (UK) 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Fibronektin Biochrom AG, Berlin 
Fötales Kälberserum (FKS) Biochrom AG, Berlin 
G418-BC Sulfate (Geneticindisulfat) Biochrom, Berlin 
Glycin Merck KGaA, Darmstadt 
Hämatoxylin-Lösung Merck KGaA, Darmstadt 
Leupeptin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Magermilchpulver 
J. M. Gabler Saliter GmbH & Co. KG,  
Obergünzburg 
Matrigel™ Basement Membrane Matrix  
Growth Factor Reduced, Phenol Red Free 
BD Bioscience, Bedford, USA 
ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
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N,N.N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
SERVA Electrophoresis GmbH,  
Heidelberg 
Na3VO4 Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
NaF Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
O´GeneRuler™ DNA Ladder Mix Fermentas GmbH, St. Leon-Roth 
Orange Loading Dye Solution (6x) Fermentas GmbH, St. Leon-Roth 
Paraffin (58-60°C) VWR International GmbH, Darmstadt 
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Phosphat gepufferte Kochsalzlösung (10x) 
pH 7,4 ohne Ca2+ und Mg2+ (PBS) für die 
Zellkultur 
Biochrom AG, Berlin 
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Phosphat gepufferte Kochsalzlösung (10x)  Biochrom AG, Berlin 
Precision Plus Protein Standards™ Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Proteinstandard BSA 400 µg/ml Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Purified human IgG R&D Systems, Abingdon (UK) 
Restriktionsenzym NotI 
New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
am Main 
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Roti®-Histokitt Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Roti®-Histol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamidlösung) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
Tris (pH 10-11,5) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Triton X-100 Ferak Berlin GmbH, Berlin 
Trypsin (0,5%)/EDTA (0,2%) Lösung (10x) 
in 10x PBS ohne Ca2+, Mg2+ 
Biochrom AG, Berlin 
Tween 20 
SERVA Electrophoresis GmbH,  
Heidelberg 
2.1.4 Antikörper und Immunchemikalien  
Bezeichnung Bestellnummer und Firma  
primäre Antikörper   
polyklonal Kaninchen anti-EphA2 (C-20) Sc-924 SantaCruz Biotechnology 
polyklonal Kaninchen anti-EphB4 (H-200) Sc-5536 SantaCruz Biotechnology 
polyklonal Kaninchen anti-EphrinA1 (H-60) Sc-20719 SantaCruz Biotechnology 
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polyklonal Kaninchen anti-EphrinB2 (H-83) Sc-15397 SantaCruz Biotechnology 
polyklonal Maus anti-ß-Aktin A5316 Sigma-Aldrich GmbH 
polyklonal Ziege anti-EphB4  AF3038 R&D Systems 
Kaninchen IgG Sc-3888 Santa Cruz Biotechnology 
Monoklonal Maus anti-Phosphotyrosin 
(Clone 4G10®) 
05-321 Millipore  
sekundäre Antikörper  
Esel anti-Kaninchen IgG-FITC 711-095-152 dianova 
ExtrAvidi®-Peroxidase K4771 Sigma-Aldrich GmbH 
Kaninchen Anti-Maus IgG-Peroxidase A9044 Sigma-Aldrich GmbH 
Ziege anti-Maus IgG-Biotin 115-065-003 Jackson ImmunoResearch 
Ziege anti-Kaninchen IgG-Biotin 111-065-003 Jackson ImmunoResearch 
Ziege anti-Kaninchen IgG-Peroxidase A0545 Sigma-Aldrich GmbH 
 
Die Detektion der Peroxidase-gekoppelten Antikörper erfolgte nach Inkubation der 
Membran mit primären und sekundären Antikörpern mit dem Chemilumineszenz-
Verfahren unter Verwendung des SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrat 
und SuperSignal® Dura Chemiluminescent Substrat (beide Thermoscientific, Bonn).  
2.1.5 Kits 
Bezeichnung Firma 
Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V Lonza, Köln 
BCA-Protein-Assay-Kit Thermoscientific, Bonn 
illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band 
Purification Kit 
GE Healthcare, Buckinghamshire 
Hypoxyprobe™-1 Kit Hypoxyprobe, Inc., Turnpike 
Masterscript™ RT-PCR-System 5Prime, Hamburg 
Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden 
QuantiTect® Sybr® Green RT-PCR-Kit Qiagen, Hilden 























Abbildung 6: Expressionsplasmid für EphA2 (pReceiver-M60) 
ORF – open reading frame (offener Leserahmen – Insertion von EphA2), 
GFP – grün fluoreszierendes Protein, Neomycin – Neomycin-Resistenz, 
 Ampicillin – Ampicillin-Resistenz, CMV – Promotor (Cytomegalievirus) 
2.1.6.2 Primer 
Die Primersequenzen wurden zum Teil aus der Literatur ausgewählt und zum Teil mit 
Hilfe des Programms Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) und der mRNA-
Sequenz der angegebenen Datensätze ermittelt (in Tabelle 1 mit E gekennzeichnet). 
Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried) synthetisiert.  
 
Tabelle 1: Primersequenzen zur mRNA-Quantifizierung 
Der Datensatz bezeichnet die Zugriffsnummer zu den Einträgen in der Datenbank Nucleotide 
aus der National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). 
(f: forward, r: reverse, E: eigene) 
 




































































AAG GAG GAG GGC AGA ATC AT [112] 
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2.1.7 Puffer, Medien und Lösungen 
Die Herstellung sämtlicher Lösungen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, mit 




0,2% Xylencyanol (w/v) 
0,2% Bromphenolblau (w/v) 
50% Glycerin (v/v) 
2 mM EDTA 
Blockpuffer für Western Blot 
5% Magermilchpulver (w/v) 
2% BSA (w/v) 
in TBS-Tween (TBST) 
Blockpuffer für durchflusszytometrische 
Analysen 
5% Magermilchpulver (w/v) 
in PBS 
Blockpuffer für Immunhistochemie 
0,1% Gelatine (w/v) 
0,3% Magermilchpulver (w/v) 
2% BSA (w/v) 
in TBST 
Blockpuffer für Immunpräzipitation 
2% BSA (w/v) 
in TBS-Tween 
Blotpuffer 
(nach Bjerrum und Schäfer-Nielsen) 
48 mM Tris 
39 mM Glycin 
20% Methanol (v/v) 
0,004% SDS (w/v) 
Einfriermedium 
10% DMSO (v/v) 
in FKS 
FACS-Puffer 
2 mM EDTA 
2% FKS (v/v) 
in PBS 
Kristallviolett-Lösung 
0,5% Kristallviolett (w/v) 
in 20% Methanol 
LB-Agar 
2,5 g Agar 
150 ml LB-Medium 
LB-Medium 
 
1% Pepton (w/v) 
0,5% NaCl (w/v) 













150 mM NaCl 
1% Triton X-100 (v/v) 
0,5% Natriumdeoxycholat (w/v) 
0,1% SDS (w/v) 
50 mM Tris (pH 8,0) 
frisch dazugeben: 
1 mM PMSF 
7 µg/ml Leupeptin 
1 mM DTT 
7 mM NaF 
1 mM Na3VO4 
MTT-Stammlösung 
 
5 mg/ml MTT in PBS 
NaOH/SDS-Lösung 
 
1% SDS (w/v) 
in 0,1 M NaOH 
PBS (pH 7,4) 
140 mM NaCl 
10 mM Na2HPO4 
2,7 mM KCl 
1,8 mM KH2PO4 
PBS-Waschlösung (pH 7,4) 
(Radiotraceraufnahme) 
 
274 mM NaOH 
5,4 mM KCl 
3,0 mM KH2PO4 
14,6 mM Na2HPO4 
0,5 mM MgCl2 · 6 H2O 
1 mM CaCl2 · 2 H2O 
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 
 
0,5 M Tris-HCl 
SDS-PAGE Elektrodenpuffer 
 
25 mM Tris 
200 mM Glycin 
0,1% SDS (w/v) 
SDS-Probenpuffer (5x) 
 
62,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 
10% Glycerol (v/v) 
5% ß-Mercaptoethanol (v/v) 
2% SDS (w/v) 
0,01% Bromphenolblau (w/v) 
SOC-Medium (pH 7,0) 
2% Pepton (w/v) 
0,5% Hefe Extrakt (w/v) 
10 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
10 mM MgCl2 
20 mM Glukose 
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Stripping-Puffer 
0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 
2% SDS (w/v) 
frisch zugeben: 
0,07% ß-Mercaptoethanol (v/v) 
TAE-Puffer (pH 8,5) 
40 mM Tris 
0,1% Eisessig (v/v) 
2 mM EDTA 
TBS (pH 7,6) (IHC) 
50 mM Tris 
150 mM NaCl 
TBS-Tween (pH 8,0) (Western Blot) 
10 mM Tris 
150 mM NaCl 
0,05% Tween20 (v/v) 
TE-Puffer (pH 8,0) 
10 mM Tris 
1,3 mM EDTA 
Trenngelpuffer (pH 8,8) 1,5 M Tris 
2.1.8 Biologisches Material 
Prokaryotische Zellen 
Name Bezugsquelle 
E. coli DH5α Stratagene 
 
Die Kultivierung der transformierten Bakterien erfolgte in LB-Selektionsmedium mit 
50 µg/ml Ampicillin. 
 
Humane Tumorzelllinien 
Name Ursprung Bestellnummer  Zellbank 
A2058 malignes Melanom aus Lymphknoten CRL-11147 ATCC 
A375 malignes Melanom CRL-1619 ATCC 
MEL-JUSO primäres Melanom ACC 74 DSMZ 
MeWo malignes Melanom aus Lymphknoten HTB-65 ATCC 
ATCC - American Type Culture Collection 
DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
 
Bei allen Zelllinien wurde DMEM-Medium als Zellkulturmedium verwendet, welches 
zusätzlich 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin (10.000 Unit/10.000 µg/ml) ent-
hielt. Das Medium für transfizierte A375-Zellen enthielt anstelle des 
Penicillin/Streptomycin-Antibiotikums 1,2 mg/ml Geneticin (G418).  
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2.2 Zellbiologische Methoden 
2.2.1 Kultivierung und Passagieren von Tumorzellen 
Alle Zelllinien wurden in 25 cm2 (75 cm2) -Zellkulturflaschen bei 37°C und gesättigter 
Wasserdampfatmosphäre bei einem CO2-Gehalt von 5% kultiviert. 
Die Passagierung der Zellen erfolgte je nach Konfluenz (60%-80%). Die Zellen wurden 
unter der Sterilbank mit 5 ml (8 ml) PBS gewaschen. Anschließend wurde 1 ml (2 ml) 
Trypsin/EDTA-Lösung zugegeben und die Kulturflasche so geschwenkt, dass der 
gesamte Zellrasen bedeckt war. Die Trypsin/EDTA-Lösung wurde entfernt und die 
Zellen im Brutschrank unter den oben angeführten Bedingungen für mindestens 3 min 
inkubiert. Die Zellen wurden in 5 ml (10 ml) frischem Zellkulturmedium mit 10% FKS 
aufgenommen und lagen als Suspension vor. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde 
entnommen und in einer neuen Kulturflasche bis zu einem Endvolumen von 5 ml 
(10 ml) mit Medium aufgefüllt. 
2.2.2 Kryokonservierung und Rekultivierung von Tumorzellen 
Bei einer Konfluenz von 80-90% wurden die Zellen, wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, 
abgelöst und in 1 bis 3 ml Einfriermedium aufgenommen. Nach der Überführung der 
Zellsuspension in ein Kryoröhrchen wurden die Zellen 24 h bei -80°C und anschließend 
in flüssigem Stickstoff gelagert. 
Zum Auftauen wurden die Kryoröhrchen in warmem Wasser angetaut. Anschließend 
wurden die Zellen in das entsprechende Zellkulturmedium überführt und bei 200  g für 
5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Kulturmedium resuspendiert und 
anschließend in die Zellkulturflasche ausgesät.  
2.2.3 Kultivierung von Tumorsphäroiden 
Für die Kultivierung von Sphäroiden wurde die Methylzellulose-Methode verwendet. 
Die Zellsuspension für die Aussaat enthielt zusätzlich zum Medium 20% einer Methyl-
zelluloselösung (1,2 g Methylzellulose in 100 ml DMEM-Medium). Von der Zell-
suspensionslösung wurden pro Kavität 100 µl in 96-well Rundbodenplatten pipettiert. 
Durch das Verdickungsmittel Methylzellulose wurde das abrupte Absetzen der Zellen 
verhindert und dadurch die Sphäroidbildung erleichtert. Die fertig angelegten Platten 
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wurden für mindestens 4 d inkubiert, um die Bildung der Sphäroide nicht zu stören. 
Nach 4 d wurde 100 µl neues Medium inkl. 20% Methylzellulosestammlösung pro 
Kavität zugegeben. Der Mediumwechsel fand nun alle 2-3 d statt, indem 50% des ver-
brauchten Mediums abgenommen und durch neues Medium, welches ebenfalls 20% 
der Methylzellulosestammlösung enthielt, ersetzt wurde. 
Bei der liquid overlay-Technik wurden 96-well Flachbodenplatten mit einer Agarose-
Medium bzw. Agarose-PBS-Lösung beschichtet. Dazu wurden 0,3 g Agarose in 20 ml 
DMEM-Medium bzw. PBS ohne Zusätze gelöst und autoklaviert (20 min, 121°C, 2 bar). 
Je Kavität wurden 50 µl der noch warmen Lösung hineinpipettiert. Nach dem Aus-
härten konnten die Flachbodenwellplatten für die Aussaat von Sphäroiden genutzt 
werden. Dazu wurden 100 µl Zellsuspension direkt in die Kavität pipettiert. Alle 2-3 
Tage erfolgte ein Mediumwechsel, bei dem 50% des verbrauchten Mediums ab-
genommen und durch neues Medium ersetzt wurde. 
2.2.4 Kultivierung unter experimenteller Hypoxie 
Für die Untersuchungen unter Hypoxie wurden die Zellen in einem speziellen Inkubator 
unter reduzierter Sauerstoffatmosphäre inkubiert. Abgesehen von dem verringerten 
Sauerstoffgehalt, der bei ≤ 1% lag (Restgehalt Stickstoff), waren die übrigen 
Kultivierungsbedingungen analog denen unter Normoxie (37°C, 5% CO2). Nach der 
Aussaat der Zellen für Experimente wurden diese zunächst für 24 h unter Normoxie im 
Inkubator kultiviert, bevor sie für die entsprechenden Untersuchungszeiträume unter 
Hypoxie weiterkultiviert wurden. Zu Vergleichszwecken wurden Zellen unter 
normoxischen Bedingungen weiterkultiviert.  
2.2.5 Zellzahlbestimmung 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden nach der Passagierung der Zellen 100 µl der 
Zellsuspension in ein Casy®-Messröhrchen gegeben und mit 10 ml Casy®ton-Puffer 
verdünnt. Die Zellzählung durch das Casy®-Zellzählgerät erfolgte automatisch nach der 
Auswahl der entsprechenden Zelllinie im Bedienfeld. Zur Berechnung des für weitere 
Experimente benötigten Volumens der Zellsuspension wurde der Mittelwert der aus-
gegeben Lebendzellzahl pro ml verwendet. 
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2.2.6 Größenbestimmung der Sphäroide 
Die Größenbestimmung der Sphäroide wurde mit dem Lichtmikroskop von Olympus 
durchgeführt. Das Mikroskop war mit einem fahrbaren Tisch und der Software der 
Firma Thalheim Spezial Optik ausgestattet. Jedes Sphäroid konnte einzeln automa-
tisch in den Strahlengang des Mikroskops bewegt werden. Die Größenbestimmung 
erfolgte über die Ermittlung der Sphäroid-Fläche durch das entsprechende Programm 
der Firma Thalheim. Unter der Annahme einer annähernd kugelförmigen Gestalt des 
Sphäroids konnte aus der ermittelten Fläche anschließend der Durchmesser berechnet 
werden. 
2.2.7 Untersuchung des Wachstumsverhaltens 
Der Einfluss der Hypoxie auf die Zellproliferation wurde durch die Aufnahme einer 
Wachstumskurve untersucht. Dazu wurden 1  105 Zellen mit 2 ml Medium in die 
Kavität einer 6-well Platte gegeben und für 24 h unter normoxischen Bedingungen 
inkubiert. Ab dem nächsten Tag wurden die Zellkulturplatten unter Hypoxie weiter 
inkubiert und nach 24, 48 und 72 h die Zellzahl bestimmt (vgl. 2.2.5). Als Kontrolle 
dienten Zellen, die unter normoxischen Bedingungen wuchsen. Aus den Mittelwerten 
der Zellzahl nach 24 h (N0)) und der Zellzahl nach 72 h (N) wurde die Verdopplungszeit 
wie folgt berechnet:  
   Verdopplungszeit = (log2-48 h)/(logN-logN0) 
 
Das Wachstumsverhalten der Sphäroide wurde durch das Messen des Durchmessers 
beobachtet (vgl. 2.2.6). 
2.2.8 Untersuchung der Zellvitalität (MTT-Test) 
Bei dem MTT-Proliferationstest handelt es sich um einen colorimetrischen Test, bei 
dem die mitochondriale Stoffwechselaktivität von lebenden Zellen nachgewiesen wird. 
Das 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) wird von den 
Mitochondrien vitaler Zellen in einer NADH-abhängigen Reaktion zu Formazan 
abgebaut. Die Farbintensität ist dabei direkt proportional zur Aktivität intrazellulärer 
Dehydrogenasen und somit indirekt ein Maß für die Stoffwechselaktivität bzw. Vitalität 
der Zellen. 
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Vor dem Beginn der hypoxischen Behandlung für 24, 48 und 72 h wurden 5  104 
(MEL-JUSO, A375-EphA2), 2,75  104 (A375, A375-mock), 3  104 (A2058) bzw. 
7,5  104 (MeWo) Zellen für 24 h mit 600 µl Medium in den Kavitäten einer 24-well 
Platte kultiviert. Je Zelllinie wurde eine Achtfachbestimmung pro Versuch durchgeführt. 
Im Anschluss an die Inkubation unter Hypoxie wurde je Kavität 50 µl MTT-Lösung (0,4 
mg/ml) zugegeben. Die Platte wurde für 30 min im Brutschrank (bei Hypoxie in den 
Hypoxie-Inkubator) inkubiert. Danach wurde das Medium vollständig entfernt und 
500 µl DMSO/Kavität für die Zelllyse zugegeben. Anschließend wurde die Platte 
15 min auf den Schüttler gestellt, um die gebildeten blau-violetten Farbkristalle auf-
zulösen. Pro Kavität wurden 2  100 µl (Doppelbestimmung) in eine 96-well Platte 
überführt und die Platte anschließend bei 570 nm gegen die Referenzwellenlänge von 
650 nm am Photometer Synergy 4 gemessen.  
2.2.9 Transfektion von Zellen 
Damit Zellen verstärkt bestimmte Gene exprimieren, können Plasmide mit dem 
gewünschten Gen in die Zellen mittels Transfektion eingebracht werden. Zusätzlich 
enthält das in dieser Arbeit verwendete Plasmid das Gen für das grün fluoreszierende 
Protein (green fluorescent protein, GFP), um einen gelungenen Einbau mittels 
Fluoreszenzmessung einfach nachzuweisen. 
Die Transfektion der A375-Zellen erfolgte mit Hilfe des Amaxa® Cell Line Nucleofector® 
Kit V nach Herstellerangaben. Die eingesetzte Plasmidmenge betrug 2 µg/µl. Im 
Anschluss an die Transfektion wurden die Zellen nach 24 h von 6-well Platten in drei 
Gewebekulturschalen (Ø 10 cm) überführt. Dabei wurde Medium mit 10% FKS und 
1,2 mg/ml Geneticin (G418) als Selektionsantibiotikum verwendet. Alle 2-3 d wurde das 
Medium ausgewechselt. Nach ein bis zwei Wochen konnten einzelne Klone separiert 
und mittels durchflusszytometrischer Analyse auf den Einbau von GFP untersucht 
werden.  
2.2.10 Durchflusszytometrie der transfizierten Zellen 
Die separierten Klone, bei denen durch die Fluoreszenzmessung ein gelungener Ein-
bau des GFP-Gens nachgewiesen werden konnte, wurden im Selektionsmedium 
(DMEM-Medium, 10% FKS, 1,2 mg/ml Geneticindisulfat) weiter kultiviert. Die GFP-
positiven Zellen wurden darauf mit Hilfe des FACSAria™II Zellsortiersystems sortiert 
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und angereichert, wenn die Fluoreszenzintensität der Zelllinien unter den erforderlichen 
90% lag.1 Vor dem Sortieren wurden die Zellen abgelöst und die Zellzahl bestimmt 
(vgl. 2.2.1, 2.2.5). Anschließend wurden die Zellen im FACS-Puffer resuspendiert und 
eine Zellzahl von 5  106 Zellen/ml eingestellt. Da sich das erforderliche Gerät in einer 
anderen Einrichtung befand, wurden die Proben während des Transportes auf Eis ge-
kühlt. Vor der eigentlichen Messung erfolgte die Vereinzelung der Zellen, indem die 
Zellen durch einen Nylonfilter mit einer Porengröße von 40 µm pipettiert wurden. Die 
Sortierung der Zellen geschah bei 4°C mit einer 70 µm-Düse. Die sortierten Zellen 
wurden in Zellkulturmedium aufgenommen und während des Rücktransportes erneut 
auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen im Institut wieder in Zellkultur-
flaschen überführt. Der Vorgang des Sortierens wiederholte sich, bis eine 
Fluoreszenzintensität von mindestens 90% vorlag. 
Die Überprüfung der Fluoreszenzintensität vor den Experimenten erfolgte am Durch-
flusszytometer FACSCalibur™. Dazu wurden 1  106 Zellen nach dem Ablösen und 
Zählen in ein Eppendorfgefäß überführt, zweimal mit PBS gewaschen und 
anschließend in 1 ml PBS aufgenommen. Unter Nutzung der Software CellQuest Pro 
(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) wurden 2  104 Zellen gemessen. Durch die 
Messung der transfizierten und nicht-transfizierten A375-Zellen und der Erstellung von 
Histogrammen war eine Bestimmung der Anzahl GFP-positiver Zellen möglich.  
2.2.11 Zelluläre Radiotraceraufnahme 
Viele Tumore weisen einen erhöhten Glukosebedarf auf (Warburg-Effekt). Mit Hilfe von 
2-[18F]Fluor-2-Desoxy-D-Glukose ([18F]FDG) kann der Glukosebedarf von Tumoren 
und deren Metastasen mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET) detektiert 
werden. Der fluorierte Zucker wird analog der Glukose mittels Gukosetransportern in 
die Zellen aufgenommen und durch die Hexokinase zu [18F]Fluor-2-Desoxy-D-Glukose-
6-phosphat phosphoryliert. Daran schließt sich normalerweise die Isomerisierung zu 
Fruktose-6-phosphat an, die jedoch mit der fluorierten Verbindung aufgrund sterischer 
Hinderungen durch das gebundene [18F]Fluor nicht möglich ist. Da die vorherige 
Phosphorylierung irreversibel ist und die phosphorylierte Verbindung die Zelle aufgrund 
ihrer negativen Ladung nicht mehr verlassen kann, ist die Verbindung in der Zelle ein-
geschlossen und weitere Moleküle werden so angereichert [113]. Das nun 
                                                
1 Für diese Untersuchung wurde das FACS Facility der Medizinischen Fakultät der TU Dresden am Institut für 
Physiologische Chemie genutzt. 
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akkumulierte Molekül kann durch seine Radiomarkierung mit 18F nachgewiesen 
werden. Die Halbwertszeit des Radionuklids beträgt 109,8 min. Durch das Aussenden 
von Positronen und der Messung derselben kann durch Bezug auf die vorhandene 
Proteinmenge eine Aussage zur akkumulierten Menge des Radiotracers getroffen 
werden.  
Bei 1H-1-(3-[18F]Fluor-2-hydroxypropyl)-2-nitroimidazol ([18F]FMISO) handelt es sich 
um eine Misonidazolverbindung, welche aufgrund ihres lipophilen Charakters in die 
Zellen diffundieren kann, wobei dieser Vorgang reversibel ist. In den Zellen ubiquitär 
vorhandene Nitroreduktasen reduzieren die Verbindung, wodurch ein reaktives 
Radikalanion entsteht. Dieses reagiert mit vorhandenem Sauerstoff in das Ursprungs-
molekül zurück, welches die Zelle wieder verlassen kann. Herrschen jedoch 
hypoxische Bedingungen vor, kann das Radikalanion nicht abgefangen werden, son-
dern reagiert zu weiteren hochreaktiven Radikalen, die ihrerseits mit Makromolekülen 
reagieren [114]. Das nun gebundene Molekül kann durch seine Radiomarkierung mit 
[18F]Fluor analog zu [18F]FDG nachgewiesen werden.  
 
[18F]FDG- und [18F]FMISO-Aufnahme an Monolayerzellkulturen 
Die Zellen wurden entsprechend Kapitel 2.2.1 abgelöst und ausgesät. Die Kultivierung 
von 5  104 (MEL-JUSO, A375-EphA2), 2,75  104 (A375, A375-mock), 3  104 
(A2058) bzw. 7,5  104 (MeWo) Zellen erfolgte für 24 h mit 600 µl Medium in den 
Kavitäten einer 24-well Platte. Nach der 24-stündigen Inkubation unter Normoxie wur-
den die Zellen für 24, 48 und 72 h unter experimenteller Hypoxie inkubiert, bevor mit 
der Radiotraceraufnahme begonnen wurde. Dazu wurde zu DMEM-Medium ohne Glu-
kose [18F]FDG zugegeben und eine Aktivität von 10 MBq pro Platte eingestellt. Nach 
dem Entfernen des Mediums wurden 500 µl des [18F]FDG-DMEM-Mediums zu den 
Zellen gegeben. Dabei betrug die Aktivität pro Kavität ca. 0,5 MBq und wurde vor der 
Zugabe am Aktivimeter ISOMED 100 nuklidspezifisch (18F) bestimmt. Mit der gleichen 
Aktivitätskonzentration wurden sechs Standards mit je 50 µl der Inkubationslösung und 
200 µl NaOH/SDS-Lösung hergestellt.  
Nach der Inkubationszeit von 1 h wurde das Medium entfernt und die Zellen dreimal 
mit je 500 µl PBS gewaschen. Nun wurde zu den Zellen 500 µl einer NaOH/SDS-
Lösung gegeben. Anschließend erfolgte eine 30-minütige Behandlung auf der 
Schüttelplatte. Von den gut durchmischten Zellrückständen wurden 250 µl aus jeder 
Kavität abgenommen und in Messröhrchen pipettiert, welche zerfallskorrigiert am 
Gamma-Detektor COBRA II gemessen wurden. Weitere 25 µl der Zellsuspension 
wurden für die Proteinbestimmung abgenommen (Doppelbestimmung). Diese erfolgte 
mit Hilfe des BCA-Protein-Assay.  
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Die Durchführung bei der Untersuchung mit [18F]FMISO erfolgte analog der Aufnahme 
von [18F]FDG, jedoch wurde kein glukosefreies DMEM-Medium verwendet. Zudem 
betrug die Inkubationszeit auf Grund des langsamen Reaktionsmechanismus nach 
dem Eintritt in die Zellen 4 h. 
Die zelluläre Aufnahme des jeweiligen Radiotracers ist in Prozent zur gegebenen 
Gesamtaktivität pro mg Protein angegeben (%ID/mg Protein). 
 
[18F]FDG- und [18F]FMISO-Aufnahme der Sphäroide 
Die Kultivierung der Sphäroide zur Untersuchung von [18F]FDG- und [18F]FMISO-
Aufnahmen erfolgte wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben. Vor der Aufnahme wurden alle 
Sphäroide photographiert, um im Anschluss den Durchmesser zu bestimmen. Danach 
wurde das Medium in jeder Kavität vorsichtig abgenommen. Es folgte die Zugabe von 
100 µl [18F]FDG in glukosefreiem Medium und eine Inkubation von 1 h unter normalen 
Kultivierungsbedingungen (37°C, 5% CO2). Die Aktivität pro Kavität betrug ca. 0,04 
MBq und wurde vor der Zugabe am Aktivimeter ISOMED 100 nuklidspezifisch (18F) 
bestimmt.  
Nach der Inkubation wurde der Inhalt der 96-well Platte über einen speziellen 
Harvester (Filtermate 196) auf eine Platte mit 96 Filtern gesaugt. Es folgte ein fünf-
maliges Spülen mit eiskaltem PBS-Puffer. Dabei wurde der Puffer ebenfalls über den 
Filter abgesaugt. Um Mediumreste zu entfernen, wurden die Filter anschließend zwei-
mal mit 100 ml eiskaltem PBS-Puffer gespült.  
Im Anschluss daran folgte die zerfallskorrigierte Aktivitätsmessung am Gamma-
Detektor COBRA II. Dazu wurden die Filter vor der Messung in Messröhrchen mit 
350 µl destilliertem Wasser überführt. Zur Bestimmung der zu jeder Kavität zugege-
benen Gesamtaktivität wurden 100 µl der für die Traceraufnahme verwendeten Lösung 
zu 350 µl destilliertem Wasser gegeben (Sechsfachbestimmung). 
Die [18F]FMISO-Aufnahmen erfolgten analog zu den [18F]FDG-Aufnahmen, jedoch 
wurde kein glukosefreies DMEM-Medium verwendet und die Inkubationsdauer betrug 
4 h. 
2.2.12 Inkubation mit Pimonidazol 
Bei Pimonidazol handelt es sich um ein Nitroimidazol, welches analog dem Fluor-
misonidazol durch intrazelluläre Nitroreduktasen zu einem Nitroradikal reduziert wird. 
Dieses bindet dann an die Thiolgruppen von Proteinen, Peptiden und Aminosäuren der 
Zelle, wenn kein Sauerstoff vorhanden ist und die Rückreaktion zur Ausgangsver-
Material und Methoden                                                                                                  42 
bindung nicht stattfindet. Die Verbindung kann dann mit Hilfe immunhistochemischer 
Färbung detektiert werden (vgl. 2.5.3).  
Zum entsprechenden Zeitpunkt des Sphäroidwachstums wurde das in PBS gelöste 
Pimonidazol des Hypoxyprobe™-1 Kit in einer Konzentration von 400 mM zu den Sphä-
roiden gegeben und für 90 min inkubiert. Anschließend erfolgte das Fixieren der Sphä-
roide (vgl. 2.5.1). 
2.2.13 Inkubation mit einem EphA2-Inhibitor 
Aus der Literatur wurde ein bekannter EphA2-Inhibitor ausgewählt und hergestellt 
[115].2 Mit Hilfe der Immunpräzipitation sollte untersucht werden, ob dieser spezifisch 
die EphA2-Phosphorylierung von A375-Zellen hemmt. Dazu wurden Zellen mit einer 
Konfluenz von 80-90% verwendet. Das Medium wurde 15 h vor Untersuchungsbeginn 
durch Medium mit einem Anteil von 0,2% FKS ersetzt. In Anlehnung an die Literatur 
wurden die Zellen für 15 min mit dem Inhibitor in einer Konzentration von 0,1 µM-300 
µM inkubiert. Im Anschluss folgte die Zugabe von EphrinA1-Fc (1 µg/ml) als Stimulanz 
für die Phosphorylierung des EphA2-Rezeptors für 30 min. Als Kontrolle wurden Zellen 
mit humanem IgG inkubiert (1 µg/ml). Es schlossen sich die Schritte der Zelllyse (vgl. 
2.4.1) und der Immunpräzipitation (vgl. 2.4.5) an.  
2.2.14 Bestrahlung der Zellen mit Röntgenstrahlen 
Vor dem Bestrahlen der Zellen wurden diese in 25 cm2- bzw. 75 cm2-Zellkulturflaschen 
so ausgesät, dass nach der Inkubation unter Hypoxie eine Zelldichte von 90-100% 
erreicht war. Die Zellen wurden für 24 h unter normalen Bedingungen kultiviert, bevor 
sie am nächsten Tag in den Hypoxie-Inkubator überführt wurden. In diesem erfolgte die 
Inkubation für 72 h, bevor die Zellen bestrahlt wurden. Verwendet wurde dazu die 
Röntgenröhre Maxishot. Die Bestrahlung erfolgte bei Raumtemperatur mit einer 
Röntgenspannung von 200 keV mit einem 0,5 mm Kupferfilter. Die absorbierte Dosis 
wurde mit einem UNIDOS-Dosimeter gemessen. Die Dosisleistung betrug ca. 1,1 
Gy/min bei 20 mA. Es wurde eine Dosis von 10 Gy verwendet. Die nicht-bestrahlten 
Kontrollzellen wurden ebenfalls bei Raumtemperatur mitgeführt. Anschließend wurden 
die Zellen für 6 bis 24 h (RNA-Isolierung), 24 bis 96 h (Wachstumskurve) bzw. 1 bis 7 d 
                                                
2 Die organische Synthese von 5-(2,5-Dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)-2-hydroxybenzoesäure erfolgte durch  Dr. C. Mamat in 
der Abteilung PET-Tracer am Institut für Radiopharmazie, Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf.  
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(Nachweis auf Proteinebene) unter normoxischen Bedingungen weiter kultiviert. Nach 
24 h erfolgte die Zugabe von 5 bzw. 10 ml neuem Medium. Dabei verblieb das 
Ursprungsmedium in der Flasche. Erst nach 3 Tagen erfolgte ein kompletter Medium-
wechsel bei den bestrahlten Zellen. Die nicht-bestrahlten Zellen wurden normal weiter 
kultiviert.  
2.2.15 Untersuchungen zum metastatischen Verhalten 
2.2.15.1 Untersuchung des Adhäsionsvermögens 
Zur Untersuchung des Anhaftungsvermögens der transfizierten Zellen kam der 
Adhäsionsassay zur Anwendung. Dazu wurde eine 24-well Platte für die Nachahmung 
der extrazellulären Matrix mit 250 µl Fibronektin (Konzentration von 5 µg/ml in PBS) 
beschichtet und über Nacht im Kühlschrank gelagert. Die Platten wurden zweimal mit 
PBS gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren erfolgte 
anschließend die Zugabe von 300 µl 2%ige BSA-Lösung in PBS je Kavität für 
mindestens 30 min bei 37°C. Währenddessen wurden die Zellen aus den 
Zellkulturflaschen mit einer PBS-EDTA-Mischung abgelöst, gewaschen und in Medium 
mit 1% BSA aufgenommen. Nach der Zellzahlbestimmung wurde eine Zellsuspension 
mit 2  105 Zellen/ml in PBS mit 2% BSA hergestellt. Pro Kavität wurden 500 µl der 
Zellsuspension aufgetragen und für 45 min im Brutschrank unter normoxischen oder 
hypoxischen Bedingungen inkubiert. Anschließend wurde der Überstand vorsichtig 
abgesaugt und einmalig mit 500 µl PBS gewaschen. Das Fixieren der Zellen erfolgte 
mit einem PBS-Methanol-Gemisch (1:1, 500 µl/Kavität) für 5 min, gefolgt von einer 
Inkubation mit reinem Methanol (500 µl/Kavität) für weitere 10 min bei 
Raumtemperatur. Das Anfärben der Zellen mit einer Kristallviolett-Färbelösung 
geschah für 15 min bei Raumtemperatur auf dem Schüttler (250 µl/Kavität). Die 
Kavitäten wurden nun dreimal mit Leitungswasser gespült und die Platte leicht trocken 
geklopft. Nach 30 min Lufttrockung wurden 250 µl/Kavität PBS mit 0,5% Triton X-100 
für 20-30 min auf den Schüttler gestellt. Pro Kavität wurden 2  100 µl der Lösung in 
eine 96-well Platte überführt und die Absorption bei 550 nm (Referenzwellenlänge 
650 nm) gemessen. Als Blindwert wurde PBS mit 0,5% Triton X-100 mitgeführt. 
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2.2.15.2 Untersuchung des Migrationsverhaltens 
Um das Migrationsverhalten von Zellen zu untersuchen, wurden ThinCert™-Zell-
einsätze verwendet. Diese besaßen eine Membran mit der Porengröße von 8 µm. 
Durch die Verwendung von serumhaltigem (Chemoattraktant) und serumfreiem 
DMEM-Medium wurden die Zellen dazu veranlasst, unterschiedlich schnell durch die 
Membran zu migrieren, was nur durch eine Verformung und Veränderung des Zell-
skeletts möglich war. Dazu wurden Zellen mit einer Konfluenz von 80-90% über Nacht 
mit 0,2% BSA in DMEM-Medium (w/v) inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen 
abgelöst, in DMEM-Medium mit 2% BSA (w/v) aufgenommen, die Zellzahl bestimmt 
und eine Zellsuspension mit 1  106 Zellen/ml hergestellt. In eine 24-well Platte wurden 
je Zelllinie drei Kavitäten mit 600 µl serumfreiem bzw. serumhaltigem (10% FKS) 
Optimem-Medium gefüllt. In die benötigten Kavitäten wurde je ein ThinCert™ – Einsatz 
gesetzt. In diesen wurde nun 200 µl der Zellsuspension gegeben. Die Platten wurden 
für 24 h unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen inkubiert. Am nächsten 
Tag wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und durch 450 µl Optimem-Medium mit 
8 µM Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM) ersetzt. Zusätzlich wurden zwei leere 
Kavitäten mit der Optimem-Calcein-AM-Lösung gefüllt. Die Platten wurden für 60 min 
unter Normoxie inkubiert, um den Transport des Fluoreszenzmoleküls zu gewähr-
leisten. In den Zellen wird die Acetoxymethylgruppe durch Esterasen abgespalten. Es 
entsteht Calcein, welches Calciumionen in der Zelle bindet. Das Resultat ist eine 
Fluoreszenz im grünen Wellenlängenbereich, die mit Hilfe des Photometer Synergy 4 
gemessen werden kann. Dazu wurde das Medium wieder vorsichtig abgesaugt und 
durch 500 µl einer 37°C warmen Trypsin/EDTA-Lösung ersetzt. Die Platten wurden 
nun erneut für 10 min im Brutschrank inkubiert und alle 2 min geschüttelt, um die 
migrierten, an dem Einsatz anhaftenden Zellen zu lösen. Nach dem Verwerfen der Ein-
sätze wurde je Kavität 2  200 µl in eine 96-well Platte überführt. Die Fluoreszenz 
wurde bei einer Exzitationswellenlänge von 485 nm, einer Emissionswellenlänge von 
528 nm und mit einer Sensitivität von 60 gemessen. Für die Auswertung der Daten 
wurde folgende Berechnung durchgeführt:  
 
Messwert = Fluoreszenzeinheit (10% FKS) – Fluoreszenzeinheit (0% FKS) 
 
Diese Werte wurden anschließend auf A375-Zellen bezogen.  
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2.2.15.3 Untersuchung des Invasionsverhaltens  
Die Arbeitsschritte zur Untersuchung des Invasionsverhaltens ähnelten denen der Un-
tersuchung des Migrationsverhaltens (vgl. 2.2.15.2). Jedoch wurde in dem ThinCert™-
Einsatz zusätzlich eine Schicht aus Matrigel aufgebracht. Bei Matrigel handelt es sich 
um eine gelöste Basalmembranvorbereitung, die aus Engelbreth-Holm-Swarm-Maus-
Sarkom extrahiert wurde. Hauptbestandteile sind im Tumor natürlich vorkommenden 
Wachstumsfaktoren sowie Laminin, Collagen IV, Entactin und Heparansulfat-
Proteoglykan. Durch die Polymerisierung bei Raumtemperatur wird ein biologisch ak-
tives Matrixmaterial erzeugt, welches der zellulären Basalmembranmatrix von Säuge-
tieren ähnelt (Packungsbeilage BD Bioscience, USA). Das Matrigel wurde über Nacht 
auf Eis aufgetaut und im Verhältnis 1:3 mit Optimem-Medium verdünnt. Von dieser 
Lösung wurden je Zelleinsatz 100 µl pipettiert und für 30 min bei 37°C inkubiert. Die 
Behandlung und Aussaat der Zellen, die Inkubationsdauer unter Hypoxie und 
Normoxie, die Inkubation mit Calcein-AM und die Auswertung erfolgten analog der 
Untersuchung zum Migrationsverhalten (vgl. 2.2.15.2). 
2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.3.1 RNA-Isolierung aus Zellen und Sphäroiden 
Die Isolierung der RNA aus Zellen wurde mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen durch-
geführt. Dafür wurden 7,5  105 (MEL-JUSO, A375-EphA2, A2058), 5  105 (A375, 
A375-mock) bzw. 1  106 (MeWo) Zellen mit 5 ml Zellkulturmedium in 25 cm2 Zell-
kulturflaschen für 24 h unter normalen Bedingungen kultiviert. Anschließend erfolgte 
die Inkubation unter Hypoxie für 6, 12 und 24 h bevor mit der RNA-Isolierung nach 
Herstellerangaben begonnen wurde. Bei den Sphäroiden wurden die gesamten Sphä-
roide einer 96-well Platte in ein Eppendorfgefäß überführt und zweifach mit PBS 
gewaschen, bevor mit der RNA-Isolierung begonnen wurde. Die 
Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA wurde am Photometer bei einer 
Extinktion von 260 nm (1 OD260 nm = 40 µg/ml) bestimmt. Die Konzentrationsangabe 
erfolgte in µg/ml. Zur Reinheitsbestimmung wurde außerdem die Extinktion bei 280 nm 
gemessen. Für die isolierten RNA-Proben lag das Verhältnis der gemessenen 
Absorptionen bei 260 nm und 280 nm zwischen 1,8 und 2,3.  
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2.3.2 DNase I-Behandlung 
Im Anschluss an die RNA-Isolierung erfolgte eine DNase-Behandlung, um eventuelle 
DNA-Fragmente zu entfernen. Dazu wurde in einem RNase-freien Gefäß 1 µg RNA auf 
8 µl mit RNase-freiem Wasser aufgefüllt und mit 1 µl 10x DNase I-Puffer mit MgCl2 
sowie 1 µl DNase I (1 U/µl) für 30 min bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung der DNase 
wurde nach Zugabe von 1 µl 25 mM EDTA für weitere 10 min bei 65°C inkubiert. Nach 
einer erneuten Konzentrationsbestimmung durch Absorptionsmessung bei 260 nm 
wurden die RNA-Lösungen bei -80°C gelagert.  
2.3.3 Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion 
Für die Auswahl geeigneter Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden wurde eine reverse 
Transkription (RT) mit anschließender Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgeführt. 
Durch die reverse Transkription wird der mRNA-Einzelstrang zum entsprechenden 
komplementären DNA-Strang synthetisiert. Anschließend werden spezifische Ab-
schnitte durch die ausgewählten Primer mittels PCR vervielfältigt. In unten stehender 
Tabelle ist der entsprechende Reaktionsansatz gemäß Masterscript™ RT-PCR-
System-Kit aufgeführt, welcher in einem PCR-Gefäß pipettiert und sorgfältig durch-
mischt wurde.  
 
Tabelle 2: Reaktionsansatz der qualitativen RT-PCR 
Reaktionsansatz I Reaktionsansatz II 
7,95 µl RNase freies Wasser x µl RNA (100 ng) 
2,00 µl RT-PCR-Puffer mit Mg2+ 5-x µl RNase freies Wasser 
0,40 µl dNTP-Mix  
0,25 µl RT-Enzym  
0,20 µl PCR-Enzym  
0,20 µl Stop RNase  
2,00 µl Primer f (10 µM)  
2,00 µl Primer r (10 µM)  
 
Der Reaktionsansatz I wurde in einem 0,2 ml PCR-Tube pipettiert (Endvolumen 15 µl). 
Reaktionsansatz II wurde ebenfalls in einem 0,2 ml PCR-Tube pipettiert und für 5 min 
bei 65°C inkubiert. Anschließend wurden Reaktionsansatz I und II zusammenpipettiert, 
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gut durchmischt und zentrifugiert. Danach wurde das in Tabelle 3 beschriebene Pro-
gramm am Mastercycler epgradient S gestartet. 
 
Tabelle 3: Programm der qualitativen RT-PCR 
 Temperatur Zeit 
1. cDNA-Synthese 50°C 30 min 
2. Denaturierung 94°C 2 min 
3. PCR                        30-40 Zyklen 
Denaturierung 94°C 15 s 
Primeranlagerung 58-60°C 30 s 
Elongation 68°C 30 s 
4. finale Elongation 68°C 3 min 
5. Kühlung 4°C bis Ende 
 
Im Anschluss an die RT-PCR erfolgte die Auftrennung der Proben in einem Agarosegel 
(vgl. 2.3.8).  
2.3.4 Quantitative Echtzeit-RT-PCR 
Mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-RT-PCR (qRT-PCR) sollte untersucht werden, 
inwiefern die Genexpression verschiedener Gene auf mRNA-Ebene unter veränderten 
Bedingungen (z.B. Hypoxie) variiert. Als Haushaltsgen diente β-Aktin. 
 
Tabelle 4: Reaktionsansatz und Programm der quantitativen Echtzeit-RT-PCR  
Reaktionsansatz Programm 
  Temperatur Zeit 
 1. cDNA-Synthese: 50°C 30 min 
10,0 µl       QuantiTect SYBR Mix 2. Denaturierung: 95°C 15 min 
1,0 µl         Primer f (10 µM) 3. PCR: 40 Zyklen 
1,0 µl         Primer r (10 µM)        Denaturierung 94°C 15 s 
7,8 µl         100 ng RNA        Primeranlagerung 58-60°C 30 s 
0,2 µl         QuantiTect RT Mix        Elongation 72°C 30 s 
  55°C 15 s 
 
4. Schmelzpunkt-   
    bestimmung: 
55-95°C 
95°C 
in 20 min 
15 s 
 5. Kühlung: 4°C bis Ende 
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Die qRT-PCR erfolgte mittels QuantiTect RT-PCR-Kit am Mastercycler® ep-gradient S 
realplex2 unter Verwendung des in Tabelle 4 angeführten Programms. 
Die relative mRNA-Genexpression ergab sich aus dem Ct-Wert (treshold cycle, 
Schwellenwertzyklus) des untersuchten Gens und dem des Haushaltsgens ß-Aktin 
nach folgender Berechnung: 
 
relative mRNA-Expression = 2-∆Ct 
mit:            ∆Ct = Ct(Zielgen)-Ct(Haushaltsgen) 
2.3.5 Transformation von kompetenten Bakterien 
Für die Transformation wurden kompetente Bakterien des Stammes E. coli DH5α 
verwendet. Dazu wurden 100 µl kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und vorsichtig 
in ein 1,5-ml-Eppendorf-Gefäß transferiert. Danach erfolgte die Zugabe von 5 µl der 
EphA2-M60-pReceiverlösung. Das Reaktionsgefäß wurde für 30 min auf Eis gestellt. 
Danach schloss sich für 45 s ein Hitzeschock bei 42°C an. Anschließend wurden die 
Proben für 5 min auf Eis gestellt. Nach der Zugabe von 500 µl SOC-Medium wurden 
die Proben 1,5 h bei 37°C und 600 rpm im Thermomixer inkubiert. Danach erfolgte das 
Ausplattieren der Lösungen auf Agarplatten. Dazu wurde im ersten Fall 100 µl der 
Bakterienlösung auf eine Platte verteilt. Die restliche Lösung wurde zentrifugiert und 
der Überstand bis auf 100 µl abgenommen. Diese konzentrierte Lösung wurde auf eine 
zweite Platte aufgetragen. Die Platten wurden nun bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 
Mit einer 10 µl-Spitze wurden am nächsten Tag einige Klone separiert. Die Spitze 
wurde kurz in einen EphA2-PCR-Ansatz getaucht, bevor sie in ein 15 ml Gefäß zu 5 ml 
LB-Selektionsmedium gegeben wurde. Diese Lösung wurde für 7 h bei 37°C und 150 
rpm inkubiert. Im Anschluss wurden 500 µl der Lösung in einen Kolben mit 50 ml LB-
Medium gegeben und dieser über Nacht bei 37°C und 150 rpm inkubiert. Am nächsten 
Tag konnte mit der Kultur weitergearbeitet werden. 
2.3.6 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen 
Die Isolierung der DNA aus den Übernachtkulturen erfolgte mit dem QIAGEN Plasmid 
midi Kit nach Herstellerangaben. Die Elution der gereinigten DNA fand mit 50 µl TE-
Puffer (pH 8) statt. Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei 
260 nm. 
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2.3.7 Enzymatische Restriktionsspaltung von DNA 
Zur Herstellung des Kontrollplasmids ohne die EphA2-Sequenz wurde das pReceiver-
M60-Plasmid mit dem Endonukleaserestriktionsenzym NotI geschnitten. Für die 
enzymatische Spaltung wurde der spezifische Puffer des Herstellers verwendet. Die 
Konzentration des eingesetzten Enzyms betrug 5 U/1 µg DNA. Der Ansatz wurde für 
15 h bei 37°C und anschließend für 20 min bei 65°C inkubiert. Danach wurde der 
Ansatz auf ein Agarosegel aufgetragen. 
2.3.8 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsäuren 
Je nach Fragmentgröße wurden 1-2%ige (w/v) Agarosegele verwendet. Dazu wurde 
Agarose in TAE-Puffer gelöst, im Mikrowellengerät bei maximaler Leistung für ca. 
2 min erhitzt und die warme Lösung in die Gelkammer gegossen. Die Proben wurden 
mit 1/5 Volumen Orange loading Dye (Auftragungspuffer) gemischt, in die Taschen des 
Gels pipettiert und bei 100 - 120 V für 1-1,5 h getrennt. Zusätzlich wurden 5 µl des 
Markers aufgetragen. Das Gel wurde anschließend für 15 min im Ethidiumbromidbad 
(0,05%) angefärbt. Die Detektion der Fragmente erfolgte mit UV-Licht bei 302 nm im 
Gene Flash BIO IMAGING-Gerät.  
2.3.9 Isolierung von DNA aus Agarosegelen 
Nach dem Anfärben des Gels wurden die gewünschten Fragmente mit einem Skalpell 
aus dem Agarosegel geschnitten und mit Hilfe des illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel 
Band Purification Kit von GE Healthcare nach Herstellerangaben isoliert. Die DNA 
wurde in 10 µl 10 mM Tris-HCl aufgenommen und bei -20°C gelagert. 
2.4 Proteinbiochemische Methoden 
2.4.1 Proteinextraktion  
Nach der entsprechenden Behandlung der Zellen (vgl. 2.2.4, 2.2.13, 2.2.14) wurden 
die in Zellkulturflaschen kultivierten Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und mit 
Lysepuffer versetzt. Vor dem Ablösen der Zellen mit einem Zellschaber wurden die 
Flaschen bzw. Platten 15 min auf Eis gelagert. Die Lösungen wurden in ein Eppen-
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dorfgefäß überführt und dreimal mittels einer Kanüle homogenisiert. Im Anschluss 
erfolgte eine Ultraschallstabbehandlung (15 s, 20% Intensität), bevor die Proteinlösung 
zentrifugiert wurde (15 min, 4°C, 15.000  g). Für die Bestimmung der Protein-
konzentration stand ein BCA-Protein-Assay-Kit von Thermoscientific zur Verfügung. 
Dabei diente Rinderserumalbumin (BSA) als Proteinkonzentrationsstandard. Die 
Messung erfolgte bei 562 nm am Synergy 4-Photometer. 
Die Proteinbestimmung der Sphäroide erfolgte nach 4, 11 und 18 d (vgl. 3.3.3). Dafür 
wurden jeweils drei Sphäroide in ein Eppendorfgefäß überführt und dreimal mit kaltem 
PBS gewaschen. Anschließend wurde 200 µl 0,1 M NaOH/SDS-Lösung zugegeben 
und die Sphäroide für 15 min inkubiert. Vor der Proteinbestimmung musste die 
Proteinlösung mehrmals mittels einer Kanüle homogenisiert werden. Der erhaltene 
Proteinkonzentrationswert wurde anschließend auf ein Sphäroid bezogen. Für den 
Nachweis der Eph-Rezeptoren auf Proteinebene wurden die gesamten Sphäroide 
einer 96-well Platte in ein Eppendorfgefäß überführt und zweifach mit PBS gewaschen. 
Anschließend erfolgte die Proteinextraktion. 
2.4.2 Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE 
Zur Auftrennung der denaturierten Proteine wurde die Natriumdodecylsulfat-Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewandt. Dabei wurden 25 µg (EphA2) 
bzw. 80 µg (EphB4) des Gesamtproteinextraktes mit SDS-Probenpuffer vermischt und 
15 min bei 99°C denaturiert. Im Anschluss erfolgte die Auftrennung des Protein-
gemisches nach der Größe der Proteine im SDS-Polyacrylamid-Gel. Die untersuchten 
Rezeptoren hatten eine Größe von 130 kDa, wobei für die Auftrennung ein 7,5%iges 
Trenngel verwendet wurde (Tabelle 5). 
 
Tabelle 5: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele (zwei kleine Gele) 
 Trenngel (7,5%) Sammelgel (4%) 
Aqua dest. [µl] 3600 2900 
Trenngelpuffer [µl] 3750 - 
Sammelgelpuffer [µl] - 500 
30% Acrylamid [µl] 2500 530 
10% SDS [µl] 100 40 
10% APS [µl] 80 20 
TEMED [µl] 8 4 
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Die Elektrophorese wurde mit SDS-PAGE-Elektrodenpuffer bei 120-150 V 
durchgeführt. Zur Molekulargewichtsbestimmung diente das eingefärbte Protein-
gemisch Precision Protein Standards (10-250 kDa) von BioRad. Als Haushaltsgen 
diente β-Actin, dessen Größe 42 kDa beträgt. 
2.4.3 Elektrotransfer der Proteine auf eine Membran 
Nach der Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe wurden diese nun mit Hilfe einer 
Semi-Dry-Blotting-Apparatur auf eine PVDF-Membran transferiert. Der Aufbau des 
Blots erfolgte von Katode zu Anode wie folgt: zwei mit Blot-Puffer getränkte Filter-
papiere, die mit Methanol aktivierte und Blot-Puffer befeuchtete PVDF-Membran, das 
SDS-Polyacrylamid-Gel und zwei weitere mit Blot-Puffer getränkte Filterpapiere. Der 
Blotvorgang erfolgte für 90 min mit einer Spannung von 10 V.  
2.4.4 Immunchemischer Antigennachweis 
Nach dem Proteintransfer auf die Membran wurden unspezifische Bindungsstellen 
geblockt. Dies geschah für mindestens 1 h durch die Inkubation mit Blockpuffer bei 
Raumtemperatur. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden 
Primärantikörper über Nacht bei 4°C (Tabelle 6). Es folgten drei Waschgänge für 
jeweils 10 min mit TBST, bevor der Peroxidase-gekoppelte Sekundärantikörper für 1 h 
auf die Membran gegeben wurde. Vor dem Beginn der Detektion erfolgten drei weitere 
Waschschritte. 
 
Tabelle 6: Verdünnungen und Inkubationsmedien der Antikörper 
Bezeichnung Verdünnung Inkubationsmedium 
primäre Antikörper   
anti-EphA2 1:100 Blockpuffer 
Anti-EphB4 1:2000 Blockpuffer 
anti-Phospho-pTyr 1:2500 Blockpuffer für IP 
anti-β -Aktin 1:1000 Blockpuffer 
sekundäre Antikörper-Konjugate 
anti-Kaninchen IgG-Peroxidase 1:10000 Blockpuffer 
anti-Maus IgG-Peroxidase 1:10000 Blockpuffer 
anti-Ziege IgG-Peroxidase 1:20000 Blockpuffer 
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Die Detektion erfolgte mit dem SuperSignal® West Pico und Dura Chemiluminescent 
Substrat im Bioimaging System MF-ChemBIS 3.2.  
Im Fall der Immunpräzipitation (IP) erfolgte nach Detektion des phosphorylierten Anti-
körpers anti-Phospho-pTyr eine Inkubation mit Stripping-Puffer bei 55°C für 8 min. 
Dadurch wurde der bereits gebundene Antikörper denaturiert und abgelöst. Nach drei 
10-minütigen Waschschritten erfolgte erneut das Blocken der Membran, bevor mit dem 
anti-EphA2/EphB4-Antikörper über Nacht bei 4°C inkubiert wurde. Die Detektion des 
Haushaltsgens ß-Aktin erfolgte ohne vorheriges Strippen der Membran. 
2.4.5 Immunpräzipitation des EphA2-Rezeptors 
Nach der Zelllyse und Proteinkonzentrationsbestimmung wurden Proben mit einer 
Proteinkonzentration von 1 µg/µl und einem Volumen von 500 µl hergestellt. Dieser 
Zellsuspension wurden 10 µl Dynabeads®Protein A und Dynabeads®Protein G 
zugegeben und für 2-3 h bei 4°C über Kopf geschüttelt. Protein A und Protein G binden 
mit hoher Spezifität Fc-Regionen von Immunglobulinen. Dadurch werden diese aus der 
Zellsuspension entfernt. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt 
und 10 µl anti-Kaninchen-EphA2-Antikörper zugegeben. Diese Lösung wurde über 
Nacht bei 4°C im Überkopfschüttler inkubiert. Am nächsten Morgen erfolgte eine 
erneute Zugabe von 10 µl Dynabeads® Protein A und Protein G. Diese konnten nun an 
die Fc-Region des EphA2-Antikörpers binden. Die Suspension wurde anschließend für 
3-4 h bei 4°C über Kopf geschüttelt. Anschließend wurden die Dynabeads viermal mit 
kaltem Lysepuffer und zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Nach der Zugabe von 
25 µl Lysepuffer und 5 µl SDS-Probenpuffer wurden die Eppendorfgefäße für 15 min 
bei 99°C inkubiert. Nach der Abtrennung der Dynabeads konnte der Überstand auf ein 
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen werden und der immunchemische Antigen-
nachweis erfolgen. Mit Hilfe des anti-Phospho-pTyr-Antikörpers ließ sich nun eine Aus-
sage über die Phosphorylierung des EphA2-Rezeptors treffen. 
2.4.6 Durchflusszytometrische Analyse mit Antikörpern 
Die Zellen wurden in 75 cm2-Kulturflaschen so ausgesät, dass die Konfluenz nach 72 h 
unter Hypoxie bei 95% lag (vgl. 2.2.14, 2.4.1). Nach der Behandlung wurden die Zellen 
mit PBS gewaschen und trypsiniert. Die Wiederaufnahme der Zellen erfolgte in DMEM-
Medium. Danach wurde die Zellzahl bestimmt und pro Probe 6  105 Zellen eingesetzt. 
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Nun wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen. Zum Fixieren der Zellen wurde 
tropfenweise 1 ml neutral gepufferte 4%ige Paraformaldehydlösung zugegeben. Diese 
Lösung wurde 1-1,5 h geschüttelt. Im Anschluss folgte ein Waschschritt mit PBS. Die 
Zellen wurden nun in 1 ml Blockpuffer für 1 h bei Raumtemperatur geschüttelt. Nach 
einem weiteren Waschschritt wurde die Zellsuspension in Aliquote á 200 µl geteilt. 
Dabei erfolgte die Aufteilung nach folgendem Schema: pro Antikörper ein Aliquot, eine 
Isotypkontrolle und eine ungefärbte Probe. Die Isotypkontrolle diente als Kennzeichen 
für die unspezifische Bindung des Immunglobulins IgG der verwendeten Antikörper. 
Die Proben wurden nun mit ihrem entsprechenden Primärantikörper mit der Verdün-
nung 1:100 und einem Volumen von 200 µl 1 h bei Raumtemperatur und anschließend 
über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen dreimal mit PBS 
gewaschen, bevor die Proben mit dem Sekundärantikörper mit einer Verdünnung von 
1:1000 und einem Volumen von 200 µl für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert wurden. 
Die Isotypkontrolle wurde ebenfalls mit dem sekundären Antikörper inkubiert. Die 
Proben wurden erneut mindestens dreimal mit PBS gewaschen und anschließend in 
PBS resuspendiert und am FACSCalibur™ gemessen. 
2.5 Histologische Methoden 
2.5.1 Fixierung und Paraffineinbettung von Sphäroiden 
Es wurden 10-15 Sphäroide von der 96-well Rundbodenplatte in ein 2 ml Eppendorf-
gefäß überführt und zweimal mit sterilem PBS gewaschen. Es folgte nun die Zugabe 
von 1 ml neutral gepufferter 4%iger Paraformaldehydlösung zu den Sphäroiden. Eine 
Inkubation von 30 min schloss sich an. Darauffolgend wurde erneut zweimal mit 
sterilem PBS gewaschen. Währenddessen wurde Paraffin im Thermoblock bei 65°C 
erhitzt. Die Sphäroide wurden nun für jeweils 30 min in 1 ml 75%igen Ethanol, 85%igen 
Ethanol und 95%igen Ethanol inkubiert, bevor sie für 5 min in 1 ml Isopropanol in-
kubiert wurden. Nach der Zugabe von 1 ml frischem Isopropanol folgte eine Inkubation 
für weitere 30 min. Vor der Zugabe des geschmolzenen Paraffins zu den Sphäroiden 
musste das Isopropanol möglichst vollständig entfernt werden. Das Eppendorfgefäß 
wurde anschließend für 30 min bei 65°C im Thermoblock inkubiert und gelegentlich 
vorsichtig geschüttelt, um die Sphäroide zu resuspendieren. Nach 30 min erfolgte das 
Gießen des Paraffinblocks in der entsprechenden Vorrichtung. Über Nacht wurden die 
Paraffinblöcke im Kühlschrank bei 4°C gelagert. Am Mikrotom konnten nun 5 µm dicke  
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Schnitte angefertigt werden. Zum Glätten wurden die Schnitte in 58°C warmes 
destilliertes Wasser überführt, bevor sie auf einen Objektträger SuperFrost Plus 
gezogen wurden. Die Schnitte wurden über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. 
2.5.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung der Sphäroidschnitte 
Die Sphäroidschnitte wurden in Roti®-Histol entparaffiniert und nacheinander in 99% 
Ethanol, 96% Ethanol, 85% Ethanol, 75% Ethanol, 50% Ethanol und destilliertem Was-
ser rehydriert. Es folgte die Inkubation für 10 min in einer Hämatoxylin-Lösung. Zum 
Bläuen der Schnitte wurden diese für 10 min in warmem Leitungswasser inkubiert. Die 
Inkubation in der Eosin B-Lösung erfolgte für 30 s. Im Anschluss an das Waschen mit 
Leitungswasser wurden die Objektträger in der aufsteigenden Ethanolreihe und in 
Roti®-Histol entwässert, bevor sie mit Roti®-Histokitt eingedeckt wurden. 
2.5.3 Immunfärbung der Sphäroidschnitte  
Die immunhistochemische Färbung des EphA2- und EphB4-Rezeptors sowie des 
Pimonidazols erfolgte über die indirekte Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode. Wie in 
Kapitel 2.5.2 beschrieben, wurden die Schnitte entparaffiniert und rehydriert. Zur 
Demaskierung wurden die Schnitte in Tris-Puffer (0,5M, pH 10) dreimal in der Mikro-
welle aufgekocht und anschließend auf 40°C bei Raumtemperatur abgekühlt. Es 
schloss sich die Inkubation in destilliertem Wasser und TBS an. Die Schnitte wurden 
10 min mit einer TBST-Lösung permeabilisiert und zur Blockierung der endogenen 
Peroxidaseaktivität 10 min mit 3% H2O2 in TBS behandelt. Es folgten drei Wasch-
schritte mit TBS. Im Anschluss daran wurden die Schnitte für 1 h bei Raumtemperatur 
in einer feuchten Kammer in Blockpuffer inkubiert. Die Inkubation mit dem Primär-
antikörper fand bei 4°C über Nacht in einer feuchten Kammer und mit einer Verdün-
nung von 1:25 in Blockpuffer statt. Als Negativkontrolle wurden Schnitte ohne Primär-
antikörper inkubiert. Am nächsten Tag folgte nach dem Waschen in TBS die Inkubation 
mit dem biotinylierten Sekundärantikörper mit einer Verdünnung von 1:1000 in TBST. 
Es schlossen sich drei Waschschritte an. Nun folgte die Bindung mit der ExtrAvidin®-
Peroxidase. Die Verdünnung betrug 1:1000 in TBS und die Inkubation fand für 1 h bei 
Raumtemperatur statt. Nach drei weiteren Waschvorgängen wurde die Farbreaktion 
mit der DAB-Färbelösung für 10 min durchgeführt. Die Farbreaktion wurde mit  
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destilliertem Wasser gestoppt. Nach der darauffolgenden Waschsequenz wurden die 
Schnitte in der aufsteigenden Ethanolreihe und in Roti®-Histol entwässert, bevor sie mit 
Roti®-Histokitt eingedeckt wurden.  
2.6 Statistische Methoden 
Die Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwert ± Standardfehler. Die statistische 
Auswertung der Messdaten erfolgte mittels Varianzanalyse ANOVA mit der PostHoc-
Analyse nach Bonferroni im Programm OriginPro 8G. Bei der Unterscheidung aller 
Datengruppen galt eine statistische Signifikanz als vorliegend, wenn die Irrtumswahr-
scheinlichkeit bei kleiner 5% (p < 0,05) lag. 
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3 Ergebnisse 
Zur Überprüfung der aufgestellten Hypothesen wurden verschiedene Tumorzelllinien 
kultiviert. Dabei handelte es sich zum einen um die Zelllinie MEL-JUSO, die dem prä-
metastatischen Melanom zuzuordnen ist. Zum anderen wurden die Zelllinien A375, 
A2058 und MeWo verwendet, bei denen es sich um Zellen aus metastatischen 
Melanomen handelt. 
3.1 Etablierung und Charakterisierung des extrinsischen 
Hypoxiemodells 
Im ersten Teil der Arbeit wurde das extrinsische Hypoxiemodell etabliert und charak-
terisiert. Dabei kamen verschiedene etablierte Verfahren zur Anwendung. So wurde die 
Genexpression des vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) als Marker für 
die kurzen hypoxischen Inkubationszeiten von sechs bis 24 Stunden untersucht. Für 
die Inkubationszeiten von 24 bis 72 Stunden wurde der etablierte Radiotracer 
[18F]Fluormisonidazol ([18F]FMISO) als Hypoxiemarker angewandt. Mit Hilfe des 
Radiopharmakons 2-[18F]Fluor-2-Desoxy-D-Glukose ([18F]FDG) konnten Aussagen zu 
Veränderungen des Glukosestoffwechsels bei den untersuchten Zelllinien unter 
Hypoxie getroffen werden. Der Vitalitätstest ließ im Einklang mit der Aufnahme von 
Wachstumskurven Aussagen über die Vitalität und die Proliferation der Zellen unter 
Hypoxie zu. 3  
3.1.1 Untersuchung der VEGF-Genexpression 
Für die Untersuchung der Genexpression von VEGF wurde eine quantitative RT-PCR 
durchgeführt (vgl. 2.3.4). Bei allen vier Zelllinien konnte im zeitlichen Verlauf unter 
experimenteller Hypoxie eine signifikante Erhöhung der relativen mRNA-
Genexpression von VEGF beobachtet werden (Abbildung 7). Diese signifikante 
Erhöhung wurde bei den Zelllinien MEL-JUSO und A375 erst nach 12-stündiger 
Inkubation erreicht. Bei den MEL-JUSO-Zellen blieb die VEGF-mRNA-Konzentration 
im weiteren Untersuchungszeitraum konstant, während das VEGF-mRNA-Niveau bei 
den A375-Zellen weiter anstieg und nach 24 Stunden unter Hypoxie um ca. das 
                                                
3 Ausgewählte Ergebnisse dieses Kapitels wurden auf der European Association for Cancer Research (EACR) -Tagung 
2010 in Oslo in Form eines Posters präsentiert. 
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Dreifache höher lag als bei der mitgeführten Kontrolle. Bei den A2058- und MeWo-
Zellen wurde bereits nach sechs Stunden eine signifikante Erhöhung unter 
experimenteller Hypoxie detektiert. Diese lag bei den A2058-Zellen während des 
gesamten Untersuchungszeitraumes konstant bei ca. dem Vierfachen im Vergleich zur 
jeweiligen Kontrolle. Bei den MeWo-Zellen wurde mit fortschreitender Inkubation unter 
Hypoxie ein abfallender Trend beobachtet. Das Maximum wurde nach 12-stündiger 
Inkubation unter experimenteller Hypoxie erreicht und lag ca. 3,5-fach höher als bei der 
Kontrolle. 
 
Abbildung 7:  mRNA-Expression von VEGF unter Normoxie und Hypoxie 
Dargestellt ist die mRNA-Expression von VEGF relativ zu ß-Aktin bei den untersuchten 
Zelllinien nach 6 h, 12 h und 24 h unter Normoxie und Hypoxie. (Mittelwert ± Standard-
fehler, n ≥ 6 bei 3 unabhängigen Proben, * p < 0,05 bezogen auf die jeweilige 
normoxische Kontrolle; relative mRNA-Expression = t
C2 , wobei ∆Ct = Ct (Zielgen 
VEGF)-Ct(Haushaltsgen ß-Aktin)) 
 
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass alle Zelllinien mit einer Erhöhung 
der VEGF-Genexpression auf die Inkubation mit einem Sauerstoffgehalt von max. 1% 
reagierten. Bei den metastatischen Zelllinien A375, A2058 und MeWo nahm der 
VEGF-mRNA-Gehalt um mehr als das Drei- bis Vierfache zu, wohingegen sich der 
VEGF-mRNA-Gehalt bei den prämetastatischen MEL-JUSO-Zellen lediglich ver-
doppelte.  
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3.1.2 Aufnahme von [18F]FMISO 
Zur weiteren Charakterisierung der Zellen unter Hypoxie wurde die intrazelluläre 
Fixierung des Hypoxiemarkers [18F]FMISO untersucht (vgl. 2.2.11). Die zelluläre Auf-
nahme des Radiotracers ist in Prozent zur gegebenen Gesamtaktivität pro mg Protein 
angegeben (%ID/mg Protein). 
Unter normalen Kultivierungsbedingungen wurde bei allen vier untersuchten Zelllinien 
erwartungsgemäß nur eine geringe Aufnahme des Radiotracers beobachtet. Diese lag 
in einem Bereich von ca. 0,2 bis 0,5% ID/mg Protein (Abbildung 8). Nach 24 Stunden 
unter experimenteller Hypoxie kam es bei allen Zelllinien zu einem signifikanten 
Anstieg der Radiotraceraufnahme im Vergleich zur Kontrolle. Diese war bei den MEL-
JUSO-Zellen mit ca. 2,7% ID/mg Protein am höchsten, während die A2058-Zellen die 
niedrigste Aufnahme mit ca. 1,5% ID/mg Protein zeigten.  
 
Abbildung 8: [18F]FMISO-Aufnahme nach der Inkubation verschiedener Melanomzellen  
unter Hypoxie 
Dargestellt ist die Aufnahme des Radiotracers nach 24 h, 48 h und 72 h unter hypo-
xischen Bedingungen im Vergleich zur normoxischen Kontrolle. (Mittelwert ± Standard-
fehler, n ≥ 12 bei 3-4 unabhängigen Versuchen, * p < 0,05 bezogen auf die normoxische 
Kontrolle) 
Bei den MEL-JUSO-Zellen ergaben sich während des gesamten Untersuchungs-
zeitraumes signifikante Unterschiede zur Kontrolle, auch wenn es nach 48 und 72 
Stunden zu einem abfallenden Trend im Vergleich zu den 24-Stunden-Aufnahmen 
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kam. Ein ähnliches Bild ergab sich bei den A375- und MeWo-Zellen. Bei den A2058- 
Zellen kam es erst nach 48 Stunden unter experimenteller Hypoxie zum Maximum der 
Radiotraceraufnahme.  
 
Die Ergebnisse dieses Teilversuches zeigen, dass die ausgewählten Parameter für 
weiterführende Arbeiten beibehalten werden konnten. 
3.1.3 Aufnahme von [18F]FDG 
Mittels des Radiotracers [18F]FDG wurde der Glukosebedarf von Zellen untersucht 
(vgl. 2.2.11). Die zelluläre Aufnahme des Radiotracers ist in Prozent zur zugegebenen 
Gesamtaktivität pro mg Protein angegeben (%ID/mg Protein). 
 
Abbildung 9: [18F]FDG-Aufnahme nach der Inkubation verschiedener Melanomzelllinien 
unter Hypoxie 
Dargestellt ist die Aufnahme des Radiotracers nach 24 h, 48 h und 72 h unter hypo-
xischen Bedingungen im Vergleich zur normoxischen Kontrolle. (Mittelwert ± Standard-
fehler, n ≥ 12 bei 3-4 unabhängigen Versuchen, * p < 0,05 bezogen auf die normoxische 
Kontrolle) 
Unter normalen Kultivierungsbedingungen nahmen die MEL-JUSO-, A375- und A2058-
Zellen ähnlich viel [18F]FDG auf. Die Aufnahme lag bei ca. 300% ID/mg Protein. Bei 
den MeWo-Zellen dagegen betrug die Aufnahme unter Normoxie nur ca. 125% ID/mg 
Protein [18F]FDG (Abbildung 9).  
Die Inkubation der MeWo-Zellen unter experimenteller Hypoxie resultierte in einer Ver-
dopplung der Radiotraceraufnahme. Diese signifikante Erhöhung war unabhängig von 
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den Inkubationszeiten und lag bei ca. 225% ID/mg Protein. Im Gegensatz dazu sank 
bei den MEL-JUSO- und A2058-Zellen die Radiotraceraufnahme signifikant auf ca. 
175% ID/mg Protein. Einzig die A375-Zellen zeigten während der Kultivierung bei max. 
1% Sauerstoff über den gesamten Untersuchungszeitraum keine signifikanten 
Änderungen bei der [18F]FDG-Aufnahme.  
 
Insgesamt betrachtet, wurde bei allen vier Zelllinien keine zeitliche Abhängigkeit 
zwischen der Aufnahme des Radiotracers und der Inkubationsdauer unter Hypoxie 
beobachtet. 
3.1.4 Vitalitätstest mit MTT 
Zur Untersuchung des Einflusses der Hypoxie auf die Vitalität der Zellen wurde ein 
MTT-Test durchgeführt (vgl. 2.2.8).  
 
Abbildung 10: Vitalität verschiedener Melanomzelllinien unter experimenteller Hypoxie  
  Dargestellt ist die relative Vitalität der Zellen nach 24 h, 48 h und 72 h unter 
    hypoxischen Bedingungen in Bezug zur normoxischen Kontrolle. (Mittelwert ± 
   Standardfehler, n = 4, * p < 0,05 bezogen auf die normoxische Kontrolle) 
Bei der Untersuchung der Vitalität wurde bei den MEL-JUSO-Zellen keine signifikante 
Veränderung als Folge der experimentellen Hypoxie beobachtet (Abbildung 10). Die 
A375-Zellen reagierten sehr stark auf die reduzierte Sauerstoffkonzentration. Im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen sank die Vitalität im zeitlichen Verlauf signifikant bis auf 
35%. Weniger stark beeinflusst wurde die Zelllinie A2058. Es zeigten sich keine signifi-
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kanten Unterschiede, lediglich ein Trend zu einer verringerten Vitalität mit zunehmen-
der hypoxischer Inkubationsdauer war zu erkennen. Bei der Zelllinie MeWo wurde 
durch Inkubation unter hypoxischen Bedingungen ein signifikanter Anstieg der Vitalität 
um ca. 55% nach 24 Stunden beobachtet. Der Effekt hob sich jedoch nach 48 Stunden 
wieder auf und bis 72 Stunden traten keine weiteren Vitalitätsänderungen im Vergleich 
zu den Kontrollzellen auf.  
 
Mit der anhaltenden Kultivierung unter experimenteller Hypoxie verminderte sich die 
Vitalität bei den metastatischen Zelllinien A375 und A2058. Bei den MEL-JUSO- und 
MeWo-Zellen wurde dies nicht beobachtet.  
3.1.5 Wachstum unter Hypoxie 
Um den Einfluss der Hypoxie auf das Proliferationsverhalten der verschiedenen Zell-
linien zu charakterisieren, wurden Wachstumskurven aufgenommen (vgl. 2.2.7).  
 
Abbildung 11:  Zellproliferation der verschiedenen Melanomzelllinien unter Normoxie und 
Hypoxie  
Dargestellt sind die Zellzahlen der Melanomzellen während der Inkubation unter 
normalen und sauerstoffreduzierten Bedingungen. (Mittelwert ± Standardfehler, n = 3,   
*p < 0,05 bezogen auf die Kontrolle) 
Auf die Inkubation unter experimenteller Hypoxie reagierten drei der vier Zelllinien ähn-
lich (Abbildung 11). So konnten bei den MEL-JUSO-, A2058- und MeWo-Zellen keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den behandelten Zellen und den Kontrollzellen 
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beobachtet werden. Die Zellen der Zelllinie A375 reagierten auf die reduzierte 
Sauerstoffkonzentration mit einem Wachstumsstopp zwischen 48 und 72 Stunden. 
Während nach 48 Stunden noch kein Unterschied zu den Kontrollzellen auftrat, stag-
nierte die Zellzahl zwischen 48 und 72 Stunden unter experimenteller Hypoxie. Dabei 
ergab sich ein signifikanter Unterschied zu den Kontrollzellen.  
 
Zusammenfassend konnte in diesem ersten Teil der Arbeit gezeigt werden, dass das 
verwendete extrinsische Hypoxiemodell für die weiterführenden Untersuchungen 
geeignet war. Erste Ergebnisse zeigten zudem, dass zumindest die Zelllinie A375 auf 
die experimentelle Hypoxie mit einer Verminderung der Vitalität und der Proliferation 
reagieren. 
3.2 Vorkommen verschiedener Eph-Rezeptoren und Ephrin-
Liganden bei Melanomzellen 
3.2.1 Vorauswahl verschiedener Eph-Rezeptoren und Ephrine  
Aktuell sind in Eukaryoten 15 Mitglieder der Eph-Familie und neun Ephrin-Liganden 
bekannt. Aus der Literatur wurden einige vielversprechende Eph-Rezeptoren und 
Ephrin-Liganden auf Grund ihrer Rolle bei der Metastasierung von Tumoren 
ausgewählt. Mit Hilfe der qualitativen RT-PCR (vgl. 2.3.3) und anschließender 
Trennung und Färbung der PCR-Produkte (vgl. 2.3.8) wurden in der vorliegenden 
Arbeit insgesamt neun Eph-Rezeptoren und sieben Ephrin-Liganden untersucht 
(Tabelle 7).  
Die Rezeptoren EphA2, EphA3, EphB1 und EphB4 konnten bei allen untersuchten 
Zelllinien nachgewiesen werden. Bei den Liganden traf dies auf EphrinA3, EphrinA5, 
EphrinB1 und EphrinB2 zu. Der Rezeptor EphB6 konnte mit der zur Verfügung stehen-
den Methode bei allen untersuchten Zelllinien nicht nachgewiesen werden. Zur Über-
prüfung der Funktionalität des ausgewählten Primerpaares wurde eine Positivkontrolle 
mitgeführt. Der Rezeptor EphA5 wurde bei der prämetastatischen Zelllinie MEL-JUSO, 
aber nicht bei den metastatischen Zelllinien A375 und A2058 nachgewiesen. Sowohl 
die Rezeptoren EphA1 und EphB2 als auch der Ligand EphrinB3 konnten bei keiner 
Zelllinie nachgewiesen werden. Allerdings konnte durch das Fehlen einer Positiv-
kontrolle nicht eindeutig bestimmt werden, ob dies das Ergebnis der fehlenden Gen-
expression oder der eingeschränkten Funktionalität der Primerpaare war. Der Rezeptor 
EphB3 sowie die Liganden EphrinA1 und EphrinA2 wurden zum Teil bei den unter-
suchten Zelllinien nachgewiesen, zum Teil gelang dies nicht eindeutig. 
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Tabelle 7: Ergebnisse der qualitativen RT-PCR-Analyse verschiedener Eph-Rezeptoren 
        und Ephrin-Liganden unter Normoxie4  
  MEL-JUSO A375 A2058 
 EphA1 ? ? ? 
 EphA2 ja ja ja 
 EphA3 ja ja ja 
 EphA5 ja nein nein 
 EphB1 ja ja ja 
 EphB2 ? ? ? 
 EphB3 ? ja ja 
 EphB4 ja ja ja 
 EphB6 nein nein nein 
 EphrinA1 ja ja ja 
 EphrinA2 ja ? ja 
 EphrinA3 ja ja ja 
 EphrinA5 ja ja ja 
 EphrinB1 ja ja ja 
 EphrinB2 ja ja ja 
 EphrinB3 ? ? ? 
ja - Genexpression konnte eindeutig nachgewiesen werden 
nein - Genexpression konnte eindeutig nicht nachgewiesen werden 
? - Genexpression konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden  
Diese Ergebnisse führten zusammen mit einer Literaturrecherche zur Auswahl von 
zwei Rezeptoren (EphA2, EphB4) und zwei Liganden (EphrinA1, EphrinB2) für die 
weiterführenden Untersuchungen.  
3.2.2 Untersuchung der Genexpression unter Normoxie 
Zur Charakterisierung der verwendeten Zelllinien wurde die mRNA-Genexpression und 
Proteinbiosynthese der ausgewählten Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden im 
Gesamtzelllysat untersucht. Nach den ersten Untersuchungen wurde eine weitere Zell-
linie in Kultur genommen, die laut Literatur den EphA2-Rezeptor deutlich stärker syn-
thetisiert als die A375- und A2058-Zellen [116]. Dabei handelte es sich um die metas-
tasierende Melanomzelllinie MeWo. In den weiterführenden Arbeiten bestätigten sich 
diese Literaturergebnisse nicht, trotzdem wurde die Zelllinie im Verlauf der Arbeit bei 
ausgewählten Experimenten weiter verwendet. 
Mittels der quantitativer RT-PCR erfolgte die Quantifizierung der zwei Eph-Rezeptoren 
(EphA2, EphB4) und der zwei Liganden (EphrinA1, EphrinB2), als Haushaltsgen diente 
β-Aktin (vgl. 2.3.4).  
                                                
4 Nach den ersten Untersuchungen wurde eine weitere Zelllinie (MeWo) in Kultur genommen. Da die Vorauswahl der 
im weiteren Verlauf zu untersuchenden Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden bereits abgeschlossen war, wurde dieser 
Versuch nicht mit den MeWo-Zellen durchgeführt.   
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Die prämetastatische Melanomzelllinie MEL-JUSO und die metastasierende Zelllinie 
MeWo exprimierten den Liganden EphrinA1 nur in sehr geringem Maße        
(Abbildung 12). Im Kontrollgel wurde eine Bande detektiert, auch wenn im Diagramm 
kein sichtbarer Balken dargestellt ist. 
Bei allen Zelllinien wurde der Ligand EphrinB2 stärker exprimiert als EphrinA1, wäh-
rend sich bei den Rezeptoren keine allgemeingültigen Aussagen treffen lassen. In drei 
von vier Fällen war die Genexpression von EphB4 höher als von EphA2. Die Aus-
nahme waren die A375-Zellen, hier lag die Genexpression von EphA2 höher als die 
von EphB4.  
Die stärkste Genexpression bei den MEL-JUSO-Zellen zeigte sich beim EphB4 und 
EphrinB2. Weniger stark war die Genexpression des EphA2-Rezeptors. Die Zelllinie 
A375 exprimierte von allen untersuchten Zelllinien die Rezeptoren EphA2 und EphB4 
ebenso wie den Liganden EphrinA1 am stärksten. Den höchsten EphrinB2-Gehalt wie-
sen die A2058-Zellen auf. Die MeWo-Zellen dagegen zeigten in allen Fällen das ge-
ringste Genexpressionsniveau der untersuchten Rezeptoren und Liganden. Am 
stärksten wurde bei dieser Zelllinie der Ligand EphrinB2 exprimiert. 
 
Abbildung 12: Quantitative Echtzeit-RT-PCR der verschiedenen Eph-Rezeptoren und 
Ephrin-Liganden unter Normoxie 
Dargestellt ist die mRNA-Expression von EphrinA1, EphrinB2, EphA2 und EphB4 relativ 
zu ß-Aktin. (Mittelwert ± Standardfehler, n = 9 bei 3 unabhängigen Proben, * p < 0,05 
bezogen auf die jeweilige normoxische Kontrolle; relative mRNA-Expression = t
C2 , 
wobei ∆Ct = Ct (Zielgen)-Ct(Haushaltsgen ß-Aktin)) 
 
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Genexpression der Liganden bei den 
metastatischen Melanomzelllinien A375 und A2058 am stärksten war. Demgegenüber 
stand die prämetastatische Zelllinie MEL-JUSO. In dieser Zelllinie war die Gen-
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expression der Liganden deutlich geringer. Einzig die MeWo-Zellen passten nicht in die 
Einteilung hinsichtlich des metastasierenden Phänotyps. Obwohl es sich um Zellen 
eines metastasierenden Melanoms handelt, war die Genexpression der Liganden bei 
dieser Zelllinie am geringsten. Bei der Genexpression der Rezeptoren waren keine 
allgemeinen Aussagen hinsichtlich der Einteilung in prämetastatisches oder 
metastatisches Melanom möglich. Die Unterschiede waren in diesem Fall zu gering.  
3.2.3 Untersuchung der Genexpression unter Hypoxie5 
3.2.3.1 Der Ligand EphrinA1 
Der mRNA des Liganden EphrinA1 wurde von den Zelllinien MEL-JUSO und MeWo 
nur im schwachen Ausmaß exprimiert (Abbildung 13).  
 
Abbildung 13:  mRNA-Expression von EphrinA1 unter Normoxie und Hypoxie 
Dargestellt ist die mRNA-Expression von EphrinA1 relativ zu ß-Aktin bei den unter-
suchten Zelllinien nach 6 h, 12 h und 24 h unter Normoxie und Hypoxie. (Mittelwert ± 
Standardfehler, n ≥ 6 bei 3 unabhängigen Proben, * p < 0,05 bezogen auf die jeweilige 
normoxische Kontrolle; relative mRNA-Expression = t
C2 , wobei ∆Ct = Ct (Zielgen 
EphrinA1)-Ct(Haushaltsgen ß-Aktin)) 
                                                
5 Ausgewählte Ergebnisse dieses Kapitels wurden auf der European Association for Cancer Research (EACR) -Tagung 
2010 in Oslo in Form eines Posters präsentiert. 
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Unter experimenteller Hypoxie kam es bei den MEL-JUSO-Zellen zu einer kontinuier-
lichen Erhöhung des EphrinA1-Genexpressionsniveaus. Allerdings waren bei den 
Kontrollzellen starke Schwankungen zu beobachten.  
Auch bei den Zelllinien A375 und A2058 traten Änderungen bei der Genexpression des 
EphrinA1-Liganden bereits unter normalen Kultivierungsbedingungen auf. So war bei 
den A375-Zellen nach sechs Stunden und nach 24 Stunden unter Hypoxie kein Unter-
schied zur Kontrolle zu erkennen. Allerdings verdoppelte sich die Gesamtkonzentration 
der EphrinA1-mRNA zwischen sechs und 24 Stunden. Nach 12-stündiger Inkubation 
der A375-Zellen unter Hypoxie trat ein starker Unterschied zur Kontrolle auf. Jedoch 
war die Schwankung sehr groß, so dass kein signifikanter Unterschied festgestellt 
wurde. Bei den A2058-Zellen wurde nach sechs Stunden eine signifikante Erhöhung 
unter Hypoxie detektiert. Mit fortschreitender Inkubationsdauer stieg allerdings nicht 
nur die Genexpression unter Hypoxie sondern auch unter Normoxie an. Bei den 
MeWo-Zellen lag das mRNA-Niveau des Liganden unter experimenteller Hypoxie leicht 
über dem der Kontrolle, wobei im zeitlichen Verlauf kaum Unterschiede auftraten. 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bei der relativen Genexpression des 
EphrinA1-Liganden unter dem reduzierten Sauerstoffgehalt von max. 1% bei allen Zell-
linien keine spezifischen Effekte zu beobachten waren.  
3.2.3.2 Der Ligand EphrinB2 
Die Genexpression des EphrinB2-Liganden wurde bei den MEL-JUSO-Zellen durch die 
Inkubation unter Hypoxie kaum beeinflusst (Abbildung 14). Es kam nur zu kleinen 
Schwankungen im zeitlichen Verlauf. Allerdings wurde dies auch bei den Kontrollzellen 
beobachtet, so dass dies nicht als ein Effekt der Hypoxie zu werten war.  
Bei den A375-Zellen kam es zu einem Anstieg der EphrinB2-Genexpression nach 24-
stündiger Inkubation unter Hypoxie. Dieser Effekt fand sich auch bei den A2058-Zellen 
wieder. Allerdings wurde in beiden Fällen keine signifikante Erhöhung detektiert.  
Bei den MeWo-Zellen kam es zu einem starken Abfall der Genexpression nach 12 und 
24 Stunden im Vergleich zu der Genexpression nach sechs Stunden unter reduzierter 
Sauerstoffkonzentration. Diese Änderungen wurden allerdings ebenso bei den 
Kontrollzellen beobachtet.  
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Abbildung 14:  mRNA-Expression von EphrinB2 unter Normoxie und Hypoxie 
Dargestellt ist die mRNA-Expression von EphrinB2 relativ zu ß-Aktin bei den untersuch-
ten Zelllinien nach 6 h, 12 h und 24 h unter Normoxie und Hypoxie. (Mittelwert ± Stan-
dardfehler, n ≥ 6 bei 3 unabhängigen Proben, * p < 0,05 bezogen auf die jeweilige 
normoxische Kontrolle; relative mRNA-Expression = t
C2 , wobei ∆Ct = Ct (Zielgen 
EphrinB2)-Ct(Haushaltsgen ß-Aktin)) 
 
Zusammengefasst fanden sich bei der Untersuchung der Genexpression von EphrinB2 
unter Hypoxie bei den metastatischen Zelllinien A375 und A2058 nach 24 Stunden 
Tendenzen zu einer Erhöhung. Bei den prämetastatischen MEL-JUSO-Zellen wurde 
dies ebenso wie bei den metastatischen MeWo-Zellen nicht beobachtet.  
3.2.3.3 Der Rezeptor EphA2 
Bei der Untersuchung der EphA2-Genexpression bei den verschiedenen Zelllinien er-
gaben sich kaum Änderungen nach der Inkubation unter dem reduzierten Sauerstoff-
gehalt (Abbildung 15).  
Bei MEL-JUSO-Zellen kam es nach 12 und 24 Stunden zu einer Zunahme der EphA2-
Genexpression, wobei die Effekte nicht signifikant waren.  
Bei den A375-Zellen kam es zu einer Erhöhung der EphA2-Genexpression nach 24 
Stunden unter Hypoxie, allerdings traten auch starke Schwankungen bei der Kontrolle 
auf.  
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Auch bei den A2058-Zellen waren während des gesamten Untersuchungszeitraumes 
unabhängig von der Inkubation unter experimenteller Hypoxie kaum Änderungen bei 
der Genexpression des EphA2-Rezeptors zu beobachten.  
Einzig bei den MeWo-Zellen war ein signifikanter Anstieg der EphA2-Genexpression 
um 60% nach 24-stündiger hypoxischer Inkubation zu verzeichnen. Allerdings waren 
bei dieser Zelllinie auch starke Schwankungen bei den Kontrollzellen zu beobachten.  
 
Abbildung 15:  mRNA-Expression von EphA2 unter Normoxie und Hypoxie 
Dargestellt ist die mRNA-Expression von EphA2 relativ zu ß-Aktin bei den untersuchten 
Zelllinien nach 6 h, 12 h und 24 h unter Normoxie und Hypoxie. (Mittelwert ± Standard-
fehler, n ≥ 6 bei 3 unabhängigen Proben, * p < 0,05 bezogen auf die jeweilige normoxi-
sche Kontrolle; relative mRNA-Expression = t
C2 , wobei ∆Ct = Ct (Zielgen EphA2)-
Ct(Haushaltsgen ß-Aktin)) 
Zusammenfassend ließ sich durch diese Untersuchung kein spezifischer Effekt der 
Hypoxie auf die Genexpression des EphA2-Rezeptors nachweisen.  
3.2.3.4 Der Rezeptor EphB4 
Die MEL-JUSO-Zellen zeigten über den gesamten Untersuchungszeitraum eine kon-
stante Genexpression des EphB4-Rezeptors unabhängig von deren Behandlung 
(Abbildung 16).  
Bei den A375-Zellen stieg das mRNA-Niveau an EphB4 über den gesamten Unter-
suchungszeitraum leicht, aber nicht signifikant, an.  
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Währenddessen wurde bei den A2058-Zellen innerhalb der ersten 12 Stunden eine 
nicht signifikante Verringerung der EphB4-Genexpression unter experimenteller 
Hypoxie beobachtet. Erst nach 24 Stunden glich sich die Genexpression unter Hypoxie 
der normoxischen Kontrolle an.  
Auch bei der Genexpression des EphB4-Rezeptors zeigten die MeWo-Zellen von den 
vier untersuchten Zelllinien das geringste Genexpressionsniveau. Im zeitlichen Verlauf 
der Inkubation unter experimenteller Hypoxie traten keine signifikanten Änderungen bei 
der Genexpression des Rezeptors auf. 
 
Abbildung 16:  mRNA-Expression von EphB4 unter Normoxie und Hypoxie 
Dargestellt ist die mRNA-Expression von EphB4 relativ zu ß-Aktin bei den untersuchten 
Zelllinien nach 6 h, 12 h und 24 h unter Normoxie und Hypoxie. (Mittelwert ± Standard-
fehler, n ≥ 6 bei 3 unabhängigen Proben, * p < 0,05 bezogen auf die jeweilige normoxi-
sche Kontrolle; relative mRNA-Expression = t
C2 , wobei ∆Ct = Ct (Zielgen EphB4)-
Ct(Haushaltsgen ß-Aktin)) 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die EphB4-Genexpression in den vier unter-
suchten Zelllinien durch die Hypoxie nicht beeinflusst wurde.  
3.2.4 Untersuchung des Proteingehaltes unter Normoxie 
Die Untersuchungen zum Einfluss der Hypoxie auf die Proteinsynthese der Eph-
Rezeptoren und Ephrin-Liganden erfolgte mittels Western Blot-Analyse (vgl. 2.4.4). Die 
Abbildung 17 zeigt, dass es in allen Zelllinien möglich war, den Rezeptor EphA2 nach-
zuweisen. Dabei wurde der Rezeptor in unterschiedlichem Ausmaß synthetisiert. Die 
Ergebnisse                                                                                                                   70 
Zelllinie A375 wies den höchsten EphA2-Gehalt der vier untersuchten Zelllinien auf, 
gefolgt von den A2058-Zellen. Zwischen MeWo-Zellen und MEL-JUSO-Zellen traten 
keine nennenswerten Unterschiede bei der Signalintensität auf.  
Der Nachweis des EphB4-Rezeptors gelang nur bei drei Zelllinien mit der Western 
Blot-Analyse. Ein Nachweis bei den MeWo-Zellen gelang trotz Auftragung großer 
Mengen an Zelllysat (80 - 100 µg) nicht.  
Der Nachweis der beiden Liganden war trotz der Verwendung verschiedener Anti-
körper nicht möglich. 
 
              1     2      3     4        1      2        3     4 
EphA2     EphB4 
 
 
ß-Aktin    ß-Aktin 
 
Abbildung 17: Proteinnachweis des EphA2- und EphB4-Rezeptors bei den 
   Melanomzellen mittels Western Blot-Analyse 
Dargestellt sind repräsentative immunchemische Detektionen von EphA2 und EphB4 bei 
den Zelllinien MEL-JUSO (1), A375 (2), A2058 (3) und MeWo (4).  
Aus diesem Grund wurde zusätzlich das Verfahren der Durchflusszytometrie zum 
Nachweis der verschiedenen Proteine angewandt (vgl. 2.4.6). In Abbildung 18 ist für 
jede Zelllinie ein exemplarischer Histogrammplot der durchflusszytometrischen Analyse 
der verschiedenen Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden dargestellt. Bei allen Zell-
linien ist klar zu erkennen, dass die beiden Liganden in geringerem Ausmaß auf der 
Zelle zu finden waren als die Rezeptoren. 
Problematisch bei der Auswertung der durchflusszytometrischen Daten war allerdings, 
dass schon zwischen den einzelnen Untersuchungstagen bei den einzelnen Zelllinien 
große Schwankungen bei den Kontrollzellen auftraten. Aus diesem Grund war ein 
direkter Vergleich der Proteinsynthese der Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden 
zwischen den verschiedenen Zelllinien nicht möglich (vgl. 3.5.2).  
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Abbildung 18: Exemplarische Histogrammplots der Eph-Rezeptoren und Ephrin- 
  Liganden bei den verschiedenen Melanomzelllinien  
3.2.5 Untersuchung der Proteinsynthese unter Hypoxie6 
3.2.5.1 Der Ligand EphrinA1 
Durchflusszytometrische Analyse  
In der Abbildung 19 ist die EphrinA1-Ligand-Synthese nach der Inkubation der unter-
schiedlichen Zelllinien unter Hypoxie dargestellt. Bei allen Zelllinien waren starke 
Unterschiede der Ligandsynthese bei den Kontrollzellen zu beobachten. So wurde bei 
drei Zelllinien mit zunehmender Kultivierungsdauer eine Abnahme des Ligandgehaltes 
detektiert. Zudem traten große Schwankungen der Messergebnisse zwischen den 
                                                
6 Ausgewählte Ergebnisse dieses Kapitels wurden auf der European Association for Cancer Research (EACR) -Tagung 
2010 in Oslo in Form eines Posters präsentiert. 
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einzelnen Untersuchungstagen auf. Bei den Mel-JUSO-Zellen ergaben sich zu keinem 
Untersuchungszeitpunkt Unterschiede zwischen den Kontrollzellen und den behandel-
ten Zellen. Diese Beobachtung traf ebenfalls auf die Zelllinien A375 und MeWo zu. Bei 
der Zelllinie A2058 wurde weder bei den Kontrollzellen noch bei den behandelten Zel-
len eine zeitliche Abhängigkeit der Ligandproteinsynthese beobachtet. 
 
Abbildung 19: Proteinsynthese des EphrinA1-Liganden unter Normoxie und Hypoxie 
   (durchflusszytometrische Analyse) 
Dargestellt ist das absolute Fluoreszenzsignal nach 24 h, 48 h und 72 h unter Normoxie 
und Hypoxie. (Mittelwert ± Standardfehler, n ≥ 3, * p < 0,05 bezogen auf die jeweilige 
normoxische Kontrolle)  
Mittels der durchflusszytometrischen Analyse konnte kein signifikanter Einfluss der 
Hypoxie auf die Synthese des EphrinA1-Liganden detektiert werden.  
3.2.5.2 Der Ligand EphrinB2 
Durchflusszytometrische Analyse  
Auch bei der Untersuchung der EphrinB2-Proteinsynthese mittels durchfluss-
zytometrischer Analyse wurden keine signifikanten Veränderungen durch die Inkuba-
tion unter experimenteller Hypoxie detektiert (Abbildung 20).  
Bei der prämetastatischen Zelllinie MEL-JUSO war die steigende Kultivierungsdauer 
mit einer Abnahme der Ligandproteinsynthese verbunden. Dieser Effekt trat 
unabhängig von der Inkubation unter experimenteller Hypoxie auf. 
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Bei der Zelllinie A375 war die Ligandproteinsynthese unter dem reduzierten 
Sauerstoffgehalt von max. 1% konstant und unabhängig von der Inkubationsdauer. Auf 
die Kontrollzellen traf dies nicht zu. Hier ging mit der steigenden Kultivierungsdauer 
eine Verringerung der Ligandproteinsynthese einher. 
Die A2058-Zellen reagierten auf die experimentelle Hypoxie mit einem Trend zur 
Erhöhung der Ligandsynthese, jedoch traten bei den Kontrollzellen starke 
Schwankungen auf. 
Bei den Zellen der Zelllinie MeWo wurde mit der zunehmenden Kultivierungsdauer eine 
leichte Verringerung der Ligandproteinsynthese unter experimenteller Hypoxie 
detektiert. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant. 
 
Abbildung 20: Proteinsynthese des EphrinB2-Liganden unter Normoxie und Hypoxie 
   (durchflusszytometrische Analyse) 
Dargestellt ist das absolute Fluoreszenzsignal nach 24 h, 48 h und 72 h unter Normoxie 
und Hypoxie. (Mittelwert ± Standardfehler, n ≥ 3, * p < 0,05 bezogen auf die jeweilige 
normoxische Kontrolle)  
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass sich bei der EphrinB2-Ligand-Synthese mit der 
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3.2.5.3 Der Rezeptor EphA2 
Durchflusszytometrische Analyse  
Unter dem reduzierten Sauerstoffgehalt von max. 1% zeigten sich mittels durchfluss-
zytometrischer Analyse für alle Zelllinien keine signifikanten Veränderungen bei der 
EphA2-Rezeptorsynthese (Abbildung 21).  
 
Abbildung 21: Proteinsynthese des EphA2-Rezeptors unter Normoxie und Hypoxie 
   (durchflusszytometrische Analyse) 
Dargestellt ist das absolute Fluoreszenzsignal nach 24 h, 48 h und 72 h unter Normoxie 
und Hypoxie. (Mittelwert ± Standardfehler, n ≥ 3, * p < 0,05 bezogen auf die jeweilige 
normoxische Kontrolle)  
Während die Kontrollzellen bei der Zelllinie MEL-JUSO ein konstantes Rezeptor-
syntheseniveau über den gesamten Untersuchungszeitraum aufwiesen, wurden bei 
den behandelten Zellen Unterschiede beobachtet. Hier wurde zwischen 24 und 48 
Stunden eine verringerte Rezeptorsynthese registriert, die sich nach 72 Stunden dem 
Rezeptorgehalt der Kontrollzellen anpasste. Ein signifikanter Unterschied konnte in 
keinem Fall gezeigt werden.  
Bei der Zelllinie A375 wurde bei der Kontrolle mit zunehmender Kultivierungsdauer 
eine Abnahme der Rezeptorsynthese detektiert. Bei den behandelten Zellen konnten 
keine Trends in Abhängigkeit der Kultivierungsdauer ausgemacht werden. Auch bei 
dieser Zelllinie wurden keine signifikanten Unterschiede beobachtet.  
Bei den A2058-Zellen ergab sich ein ähnliches Bild wie bei den MEL-JUSO-Zellen. 
Nach 72-stündiger Inkubation unter experimenteller Hypoxie stieg der Rezeptorgehalt 
Ergebnisse                                                                                                                   75 
an, während in den vorherigen 48 Stunden ein verringerter Rezeptorgehalt erfasst 
wurde. Signifikant waren diese Unterschiede zu keinem Zeitpunkt.  
Bei den MeWo-Zellen wurde ebenfalls mit steigender Kultivierungsdauer eine Ab-




Fanden die Untersuchungen zum Einfluss der Hypoxie auf die Proteinsynthese des 
EphA2-Rezeptors mittels Western Blot-Analyse statt, so traten keine Unterschiede zwi-
schen den normoxischen Kontrollen und den hypoxischen Proben auf (Abbildung 22). 
Bei allen vier Zelllinien ergaben sich weder im zeitlichen Verlauf noch durch die Inku-
bation unter reduzierter Sauerstoffkonzentration Änderungen bei der Proteinsynthese 










Abbildung 22:  Untersuchung der EphA2-Proteinsynthese unter Normoxie und Hypoxie 
  (Western Blot-Analyse) 
Dargestellt sind repräsentative immunchemische Detektionen des EphA2-Proteins und 
β-Aktin bei den vier Melanomzelllinien MEL-JUSO und A375 (beide oben) sowie A2058 




Die Signalweiterleitung des EphA2-Rezeptors erfolgt nach der Phosphorylierung des-
selbigen. Aus diesem Grund wurde im nächsten Schritt die Phosphorylierung des 
Rezeptors mittels Immunpräzipitation untersucht (vgl. 2.4.5). Verwendet wurden dazu 
A375-Zellen, da diese Zelllinie den höchsten EphA2-Gehalt aufwies                       
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(vgl. Abbildung 17) und ein Nachweis der Phosphorylierung möglich war. Die 
Untersuchung fand nach 72-stündiger Inkubation unter Hypoxie statt. Es wurden vier 
unabhängige Versuche durchgeführt. In zwei von vier Versuchen wurde keine 
Veränderung durch die Kultivierung unter experimenteller Hypoxie festgestellt 
(Abbildung 23), je einmal kam es zu einer Verstärkung bzw. einer Verringerung der 
Phosphorylierung unter Hypoxie.  
 





Abbildung 23:  Untersuchung der EphA2-Phosphorylierung bei A375-Zellen mittels 
Immunpräzipitation 
Dargestellt ist eine exemplarische immunchemische Detektion von phosphoryliertem 
EphA2 und Gesamt-EphA2-Gehalt nach 72 h unter Hypoxie bei den A375-Zellen. 
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse zum Einfluss der Hypoxie auf den EphA2-
Rezeptor, dass keine Veränderungen des EphA2-Gehaltes durch die Hypoxie bei den 
vier untersuchten Zelllinien hervorgerufen wurden. Auch die Phosphorylierung des 
Rezeptors bei den A375-Zellen wurde infolge der experimentellen Hypoxie nicht be-
einflusst. 
3.2.5.4 Der Rezeptor EphB4 
Durchflusszytometrische Analyse  
Mittels durchflusszytometrischer Analyse des EphB4-Rezeptors konnten keine signifi-
kanten Effekte beobachtet werden (Abbildung 24).  
Bei den MEL-JUSO-Zellen sank der EphB4-Gehalt der Kontrollzellen nach 48 Stunden 
leicht ab, ebenso wie bei den behandelten Zellen. Dort stieg der Gehalt bei der weiter-
führenden Kultivierung unter experimenteller Hypoxie nach 72 Stunden wieder an. Ein 
signifikanter Unterschied zwischen den behandelten und unbehandelten Zellen wurde 
jedoch nicht festgestellt.  
Die A375-Zellen zeigten unter experimenteller Hypoxie über den gesamten Unter-
suchungszeitraum eine konstante EphB4-Rezeptorsynthese. Auf die Kontrollzellen traf 
dies nicht zu. Erst nach 48 Stunden wurde ein gleichbleibender EphB4-Gehalt detek-
tiert, der zudem niedriger als bei den behandelten Zellen war. Es handelte sich dabei 
jedoch nicht um eine signifikante Erhöhung. 
Bei den A2058-Zellen zeigten sich bei den Kontrollen starke Schwankungen zwischen 
den einzelnen Versuchen, in der Summe blieb der EphB4-Rezeptorgehalt jedoch 
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konstant. Durch die Kultivierung der Zellen unter reduzierter Sauerstoffkonzentration 
stieg der EphB4-Rezeptorgehalt nach 72 Stunden in dieser Zelllinie an. Ein 
signifikanter Unterschied wurde jedoch nicht detektiert.  
Bei den MeWo-Zellen wurde ebenfalls mit steigender Kultivierungsdauer eine Ab-
nahme des EphB4-Gehaltes detektiert, dieser war jedoch unabhängig von der 
Kultivierungsart. 
 
Abbildung 24:  Proteinsynthese des EphB4-Rezeptors unter Normoxie und Hypoxie 
   (durchflusszytometrische Analyse) 
Dargestellt ist das absolute Fluoreszenzsignal nach 24 h, 48 h und 72 h unter Normoxie 
und Hypoxie. (Mittelwert ± Standardfehler, n ≥ 3, * p < 0,05 bezogen auf die jeweilige 
normoxische Kontrolle)  
 
Western Blot-Analyse 
Die Detektion des EphB4-Rezeptors mittels Western Blot-Verfahren mit anschließen-
der Immundetektion gestaltete sich schwierig. In Abbildung 25 ist zu sehen, dass sich 
nach 24-stündiger Inkubation bei den MEL-JUSO-Zellen keine Unterschiede zwischen 
Normoxie und Hypoxie fanden. Nach 72 Stunden wurde eine Verstärkung der Signal-
intensität bei der hypoxischen Probe im Vergleich zur Kontrolle detektiert. Es war je-
doch nicht möglich, spezifische Signale für die Untersuchungen nach 48 Stunden zu 
erhalten.  
Bei der Zelllinie A375 wurde im zeitlichen Verlauf eine Zunahme der Signalintensität 
detektiert. Diese trat sowohl bei den Kontroll- als auch bei den behandelten Zellen auf. 
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Auch bei den A2058-Zellen wurde im zeitlichen Verlauf eine Verstärkung der Signal-
intensität detektiert, die jedoch unabhängig von der Behandlung der Zellen war. 















Abbildung 25:  Untersuchung der EphB4-Proteinsynthese unter Normoxie und Hypoxie 
mittels Western Blot-Analyse 
Dargestellt sind immunchemische Detektionen des EphB4-Proteins und ß-Aktin bei den 
drei Melanomzelllinien MEL-JUSO und A375 (beide oben) sowie A2058 (unten) nach 
24 h, 48 h und 72 h unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen.  
Insgesamt gestaltete sich die Reproduktion auswertbarer Immunblots mit den Zell-
lysaten aus Wiederholungsversuchen als sehr schwierig. So gelang z.B. nur ein ein-
ziger verwertbarer Blot mit den MEL-JUSO-Zellen. Bei der Wiederholung der Experi-
mente war ein Nachweis des EphB4-Proteins nicht mehr möglich. Zur Überprüfung der 
Funktionalität des verwendeten Antikörpers wurde stets eine Positivkontrolle mitgeführt 
(Zelllysate von EphB4-überexprimierenden Zellen).  
 
Das Resultat dieser Untersuchung war, dass die Synthese des EphB4-Rezeptors 
durch die Inkubation unter reduzierter Sauerstoffkonzentration nicht beeinflusst wurde. 
 
Mit den durchgeführten Experimenten konnte in diesem Teil der Arbeit gezeigt werden, 
dass die vier ausgewählten Melanomzelllinien die Rezeptoren EphA2 und EphB4 bzw. 
die Liganden EphrinA1 und EphrinB2 in unterschiedlichem Ausmaß exprimierten und 
synthetisierten. Anhand der Unterschiede bei der Genexpression und Proteinsynthese 
gelang es jedoch nur eingeschränkt, diese mit dem metastatischen Phänotyp in Ver-
bindung zu bringen. Ein spezifischer Effekt der extrinsischen Hypoxie auf die Gen-
expression und Proteinsynthese der ausgewählten Eph-Rezeptoren und Ephrin-
Liganden konnte jedoch nicht gezeigt werden. 
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3.3 Etablierung und Charakterisierung des intrinsischen 
Hypoxiemodells 
Die bisherigen Experimente wurden unter den Bedingungen einer extrinsischen 
Hypoxie durchgeführt. Dafür wurden die Monolayerzellen in einem Inkubator mit 
reduziertem Sauerstoffgehalt inkubiert. Um nun den Einfluss einer intrinsischen 
Hypoxie auf die Genexpression und Proteinsynthese der ausgewählten Eph-Rezep-
toren und Ephrin-Liganden zu untersuchen wurde, das Modell der Sphäroide gewählt.  
3.3.1 Morphologische Eigenschaften der Sphäroide 
Für die Herstellung und Kultivierung von Sphäroiden aus MEL-JUSO-, A375-, A2058- 
und MeWo-Zellen wurden zwei verschiedene Methoden getestet. Zum einen wurden 
die Methylzellulosemethode und zum anderen die liquid overlay-Technik angewandt 
(vgl. 2.2.3).  
Mit Hilfe der Methylzellulosemethode bildeten die A2058-Zellen klar geformte Sphä-
roide aus. Diese wuchsen kontinuierlich und hatten eine feste Abgrenzung zum um-
gebenden Medium. Die Zellen der Linien A375, MEL-JUSO und MeWo bildeten keine 
Sphäroide mit dieser Kultivierungsmethode aus (Abbildung 26).  
 








Abbildung 26: Sphäroidgenerierung mit Hilfe der Methylzellulosemethode, Aufnahme 
                  nach 10 Tagen 
Die Aussaatzellzahl betrug bei MEL-JUSO-Zellen 1000 Zellen/Kavität, bei A375-Zellen 
500 Zellen/Kavität, bei A2058-Zellen 5000 Zellen/Kavität und bei MeWo-Zellen 10000 
Zellen/Kavität. (Balken: 200 µm) 
Mit MEL-JUSO-Zellen führte diese Methode zu einem lockeren Zellverband mit 
unscharfen Abgrenzungen zum umgebenden Medium. Die MeWo-Zellen bildeten 
Aggregate, die eine klare Abgrenzung zum umgebenden Medium hatten, allerdings 
ohne eine einheitlichen Form auszubilden.  
Im Fall der A375-Zellen ähnelten die Aggregate anfangs den Sphäroiden der Zelllinie 
A2058. Es bildeten sich feste Grenzen und eine runde abgeschlossene Gestalt aus. 
Während sich im Fall der A2058-Sphäroide ein Kern auszubilden schien, waren die 
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Sphäroide der A375-Zellen komplett durchscheinend. Nach der Aufnahme eines A375-
Sphäroids mit der Pipette löste sich das gebildete Aggregat auf und es kam zu einer 
Defragmentierung. 
Aus diesem Grund wurde die liquid overlay-Methode getestet. Es wurde sowohl Agaro-
se in DMEM-Medium als auch Agarose in PBS-Lösung als Beschichtung verwendet. 
Auch mit dieser Methode gelang es nicht, Sphäroide aus MeWo- und MEL-JUSO-Zel-
len zu generieren. Im Fall der A375-Zellen wurden Sphäroide generiert, allerdings be-
gann der Zerfall dieser Aggregate bereits nach fünf Tagen. Dabei wurde ein maximaler 
Durchmesser von ca. 350 µm erreicht. Die A2058-Zellen bildeten auch mit dieser 
Methode Sphäroide aus. Diese wuchsen aber im direkten Vergleich mit der Methyl-
zellulosemethode langsamer, so dass für die Sphäroidgenerierung von A2058-Zellen 
weiterhin die Methylzellulosemethode angewandt wurde. 
 
Im Weiteren wurde nun mit den Sphäroiden gearbeitet, die mit Hilfe der Methyl-
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3.3.2 Wachstumseigenschaften von A2058-Sphäroiden 
Um das Wachstumsverhalten von A2058-Sphäroiden zu untersuchen, wurden ver-
schiedene Ansätze mit jeweils unterschiedlicher Zellzahl verwendet.  
Für die Aufnahme der Wachstumskurven wurden die Sphäroide über 25 Tage kultiviert 
und jeden Tag vermessen (vgl. 2.2.6). Abhängig von der Ausgangszellzahl nahm der 
Durchmesser der Sphäroide im zeitlichen Verlauf unterschiedlich stark zu     
(Abbildung 27). Je größer die Ausgangszellzahl, desto flacher war zu Beginn der 
lineare Anstieg beim Wachstum. Nach 20 Tagen wurde unabhängig von der 
Ausgangszellzahl mit ca. 560 µm der maximale Sphäroiddurchmesser erreicht. Ab 
dieser Größe stagnierte das Wachstum für 4-5 Tage, bevor anschließend der Zerfall 
der Sphäroide einsetzte. 
 
Abbildung 27: Wachstumskurven von A2058-Sphäroiden über 25 Tage  
Im Diagramm werden die Wachstumskurven über 25 d mit unterschiedlichen Aussaat-
zellzahlen gezeigt (Mittelwert ± Standardabweichung, n ≥ 4). Unten ist das Wachstum 
eines Sphäroids mit einer Aussaatzellzahl von 5000 Zellen/Kavität dargestellt. (Balken: 
200 µm) 
Ergebnisse                                                                                                                   82 
3.3.3 Gesamtproteingehalt von A2058-Sphäroiden 
Der Proteingehalt der Sphäroide wurde für zehn verschiedene Zellzahlen an drei 
Tagen (vier, 11 und 18 Tage) bestimmt (vgl. 2.4.1). War die Ausgangszellzahl größer 
als 5000 Zellen/Kavität trat kein linearer Zusammenhang mehr zwischen dem 
Sphäroiddurchmesser und dem Proteingehalt über den gesamten 
Untersuchungszeitraum auf (Abbildung 28). Bis zu einem Durchmesser von ca. 
 70 µm gab es einen linearen Zusammenhang, danach stieg der Proteingehalt bis zum 
Erreichen des maximalen Durchmessers überproportional.  
 
Abbildung 28:  Proteingehalt der Sphäroide in Abhängigkeit des Durchmessers  
Die Proteinbestimmung erfolgte nach 4 d, 11 d und 18 d. (Mittelwert, n = 3)  
 
Die HE-Färbung von Sphäroidschnitten (vgl. 2.5.2) zeigte die Färbung der Zellkerne 
(violett) und des Zytoplasmas (rosa). Es war ein deutlicher Unterschied zwischen 11 
und 18 Tage alten Sphäroiden zu erkennen (Abbildung 29). In 18 Tage alten 
Sphäroiden war die Anzahl der Kerne sowohl im Inneren als auch in der Peripherie des 
Sphäroids deutlich höher, was mit einer intensiveren Färbung einherging. Die höhere 
Zelldichte im gesamten Sphäroid erklärte auch die Zunahme des Proteingehaltes bei 
gleichzeitig geringer Zunahme des Sphäroiddurchmessers (Abbildung 28). Zusätzlich 
wurde an beiden Sphäroidschnitten deutlich, dass mit zunehmender Nähe zum 
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Abbildung 29: HE-Färbung an A2058-Sphäroidschnitten nach einer Kultivierungszeit von 
11 und 18 Tagen (Ausgangszellzahl: 5000 Zellen/Kavität) 
Links befindet sich eine Negativkontrolle (ungefärbter Schnitt). Während oben ein Schnitt 
aus dem Randbereich dargestellt ist, sind die unteren Schnitte aus dem Zentrum des 
Sphäroids. (Balken: 100 µm) 
Die Aufnahme der Wachstumskurven zeigte, dass es keine Unterschiede bei dem 
maximal erreichbaren Durchmesser hinsichtlich unterschiedlicher Ausgangszahlen gab 
(vgl. 3.3.2). Aus diesem Grund werden im weiteren Verlauf nur die Ergebnisse der 
Sphäroide präsentiert, die aus einer Aussaatzahl von 5000 Zellen/Kavität entstanden, 
da bei dieser Zellzahl die größten Änderungen beim Sphäroidwachstum innerhalb des 
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3.3.4 Genexpression von VEGF in A2058-Sphäroiden 
Als Nachweis für die Ausbildung hypoxischer Bereiche wurde die Genexpression von 
VEGF in vier, 11 und 18 Tage alten Sphäroiden untersucht (Abbildung 30). Dabei 
konnte festgestellt werden, dass mit der steigenden Kultivierungsdauer ein Anstieg des 
VEGF-mRNA-Niveaus zu verzeichnen war. Bei allen untersuchten Zeitpunkten wurde 
ein signifikanter Unterschied zur VEGF-Genexpression in Monolayerzellen detektiert. 
Ebenso wird deutlich, dass der Anstieg der VEGF-Genexpression zwischen vier und 11 
Tage alten Sphäroiden sehr viel stärker, als zwischen 11 und 18 Tage alten 
Sphäroiden war.  
 
Abbildung 30:  Untersuchung des VEGF-mRNA-Niveaus in Sphäroiden unterschiedlicher 
Größe 
Dargestellt ist der Vergleich des VEGF-mRNA-Niveaus von Monolayerzellen mit 4 d, 
11 d und 18 d alten Sphäroiden. Die Aussaatzellzahl betrug 5000 Zellen/Kavität. (Mittel-
wert ± Standardfehler, n = 3, * p < 0,05 bezogen auf Monolayerzellen, relative mRNA-
Expression = t
C2 , wobei ∆Ct = Ct (Zielgen VEGF)-Ct(Haushaltsgen ß-Aktin)) 
3.3.5 Aufnahme des Hypoxiemarkers [18F]FMISO in A2058-
Sphäroiden 
Ob sich innerhalb des Sphäroids hypoxische bzw. anoxische Region ausbildeten, 
wurde erneut mit Hilfe des Hypoxiemarkers [18F]FMISO untersucht (vgl. 2.2.11). Die 
Aufnahme des Radiotracers erfolgte analog zu den Experimenten an Monolayerzellen 
über einen Zeitraum von vier Stunden. Im Fall der Experimente an Monolayerzellen 
wurde die zelluläre Aufnahme des Radiotracers in Prozent zur gegebenen Gesamt-
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aktivität pro mg Protein angegeben (%ID/mg Protein). Dies war im Fall der Sphäroide 
nicht möglich, da auf Grund der geringen Proteinmenge je Sphäroid eine zusätzliche 
Proteinbestimmung für das einzelne Sphäroid nicht durchgeführt werden konnte. Daher 
diente in diesem Fall der Durchmesser der Sphäroide als Bezugspunkt. Für die Unter-
suchungen zur Aufnahme des Hypoxiemarkers [18F]FMISO wurden drei verschiedene 
Zeitpunkte ausgewählt. Der vierte Tag nach Zellaussaat wurde als erster Unter-
suchungstag gewählt und aus methodischen Gründen erfolgten die weiteren Auf-
nahmen eine (11 Tage nach Aussaat) bzw. zwei Wochen (18 Tage nach Aussaat) 
später. 
In Abbildung 31 sind die [18F]FMISO-Aufnahmen von Sphäroiden für die unterschied-
lichen Zeitpunkte dargestellt. Neben der zeitlichen Abhängigkeit des Durchmessers ist 
zu erkennen, dass es am elften Tag nach Aussaat im Vergleich zum vierten Tag zu 
einer signifikanten Erhöhung der Aufnahme des Radiotracers kam. Der Effekt setzte 
sich jedoch nicht fort. Zwar war eine deutliche Zunahme des Sphäroiddurchmessers zu 
erkennen, aber die Aufnahme des Radiotracers blieb konstant. Ein weiteres Merkmal 
war die geringe Akkumulation des Radiotracers, die max. bei ca. 0,25% ID lag. Zudem 
traten starke Streuungen auf.  
 
Abbildung 31: [18F]FMISO-Aufnahme von A2058-Sphäroiden  
Dargestellt ist die Aufnahme der applizierten Dosis pro Sphäroid und der Durchmesser 
nach 4 d, 11 d und 18 d. Die Aussaatzellzahl betrug 5000 Zellen/Kavität. (n ≥ 18 bei 3-4 
unabhängigen Experimenten) 
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3.3.6 Detektion hypoxischer Bereiche mit Pimonidazol in A2058-
Sphäroiden 
Zur Detektion hypoxischer Bereiche im Inneren des Sphäroids wurde Pimonidazol-
hydrochlorid eingesetzt. Dabei handelt es sich um ein substituiertes 2-Nitroimidazol, 
welches analog zum FMISO durch hypoxische Zellen aktiviert und gebunden wird. 
Nach der Fixierung und Einbettung der Sphäroide konnte durch die immun-
histochemische Detektion die Substanz in Sphäroidschnitten angefärbt und der 
hypoxische Gradient in Sphäroiden dargestellt werden (vgl. 2.2.12, 2.5.3).  
In Abbildung 32 kann man erkennen, dass in der Peripherie des Sphäroids 
normoxische Bedingungen vorliegen, da keine Färbung erfolgte. Dieser Bereich er-
streckt sich bis zu einer Tiefe von ca. 60 µm. Angrenzend daran konnte in einem Be-
reich von ca. 60-200 µm die Substanz und damit die hypoxischen Zellen nachgewiesen 
werden. Nach weiteren sieben Tagen war neben der Braunfärbung des hypoxischen 
Bereiches ein großer weißer Bereich im Inneren des Schnittes zu erkennen. Die 
Ursache war die Ausbildung eines nekrotischen Bereiches. In diesem erfolgte keine 
Bindung von Pimonidazol.  
 






















Abbildung 32: Immunhistochemischer Nachweis von Pimonidazol an Sphäroidschnitten 
nach einer Kultivierungszeit von 11 und 18 Tagen  
Links befindet sich eine Negativkontrolle (Inkubation nur mit Sekundärantikörper). Oben 
ist ein Schnitt aus dem Rand, unten ein Schnitt aus dem Zentrum des Sphäroids dar-
gestellt. (Balken: 100 µm)   
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3.3.7 [18F]FDG-Aufnahme durch A2058-Sphäroide 
Analog zu den [18F]FMISO-Aufnahmen wurden auch hier drei verschiedene Mess-
zeitpunkte (vier, 11 und 18 Tage) ausgewählt.  
Die Aufnahme des Radiotracers lag in einem Bereich von ca. 0,3 – 2% ID pro Sphäroid 
und lag damit im Vergleich zu den [18F]FMISO-Aufnahmen um etwa das Zehnfache 
höher (Abbildung 33). Sehr gut war zu erkennen, dass mit der Zunahme des 
Durchmessers eine Erhöhung der Radiotraceraufnahme einherging. Im Gegensatz zu 
den [18F]FMISO-Aufnahmen trat auch nach 18 Tagen eine signifikante Erhöhung im 
Vergleich zu den Aufnahmen nach 11 Tagen auf. 
 
Abbildung 33: [18F]FDG-Aufnahme von A2058-Sphäroiden  
Dargestellt ist die Aufnahme der applizierten Dosis pro Sphäroid in Abhängigkeit des 
Durchmessers nach 4 d, 11 d und 18 d, die Aussaatzellzahl betrug 5000 Zellen/Kavität. 
(n ≥ 18 bei 3-4 unabhängigen Experimenten)  
3.4 Vorkommen verschiedener Eph-Rezeptoren und Ephrin-
Liganden bei A2058-Sphäroiden 
3.4.1 Untersuchung der Genexpression  
Die Untersuchung des mRNA-Gehaltes der Eph-Rezeptoren und der Ephrin-Liganden 
fand im zeitlichen Verlauf der Sphäroidkultivierung statt.  
Der geringe EphrinA1-mRNA-Gehalt bei den A2058-Monolayerzellen fand sich auch 
bei den Sphäroiden wieder. Mit fortschreitender Kultivierungsdauer konnte eine 
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kontinuierliche Zunahme des EphrinA1-mRNA-Gehaltes beobachtet werden, der nach 
18 Tagen im Vergleich zu den Monolayerzellen signifikant war höher (Abbildung 34).  
Beim direkten Vergleich der Monolayerzellen mit den Sphäroiden war der stärkste Ef-
fekt beim Liganden EphrinB2 zu finden. Es kam zu einem signifikanten Abfall des 
EphrinB2-Gehaltes, der auch nach 11 Tagen noch weiter absank. Erst zwischen 11 
und 18 Tagen waren nur noch geringe Unterschiede zu erkennen.  
Bei dem Rezeptor EphA2 gab es keine signifikanten Unterschiede zu den Monolayer-
zellen. In vier Tage alten Sphäroiden wurde ein leichter Abfall der mRNA-Expression 
im Vergleich zu den Monolayerzellen beobachtet. Über den gesamten Untersuchungs-
zeitraum war anschließend nur eine geringe Zunahme des mRNA-Gehaltes mit fort-
schreitender Inkubationsdauer zu beobachten, der jedoch nicht über das Expressions-
niveau der Monolayerzellen anstieg.  
Bei dem Rezeptor EphB4 kam es im Vergleich zu den Monolayerzellen zu einer signifi-
kanten Erhöhung des mRNA-Gehaltes über den gesamten Kultivierungszeitraum. Mit 
fortschreitender Kultivierungsdauer war ein abnehmender Trend zu beobachten, aller-
dings waren diese Unterschiede zwischen den vier, 11 und 18 Tage alten Sphäroiden 
nur gering.  
 
Abbildung 34:  Quantitative Echtzeit-RT-PCR der verschiedenen Eph-Rezeptoren und 
Ephrin-Liganden in Sphäroiden  
Dargestellt ist die mRNA-Expression von EphrinA1, EphrinB2, EphA2 und EphB4 relativ 
zu ß-Aktin in verschieden alten Sphäroiden und in Monolayerzellen. (Mittelwert ± Stan-
dardfehler, n = 6 bei 3 unabhängigen Proben, * p < 0,05 bezogen auf die Monolayer-
zellen; relative mRNA-Expression = t
C2 , wobei ∆Ct = Ct (Zielgen)-Ct  (Haushaltsgen 
ß-Aktin)) 
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Im Vergleich zu den Untersuchungen zum Einfluss der extrinsischen Hypoxie ergaben 
sich auf mRNA-Ebene Änderungen im Kultivierungsverlauf der Sphäroide. Ob diese 
Änderungen durch die Ausbildung des hypoxischen Gradienten im Sphäroid hervor-
gerufen wurde, musste nun in weiterführenden Arbeiten mit der Hilfe der Western Blot-
Analyse und der immunhistochemischen Färbung von Sphäroidschnitten untersucht 
werden.  
3.4.2 Untersuchung des Proteingehalts 
3.4.2.1 EphA2 
Western Blot-Analyse 
Bei der Untersuchung des EphA2-Proteingehaltes traten nur geringe Unterschiede in 
Abhängigkeit von der Kultivierungsdauer der Sphäroide auf. Hinsichtlich des EphA2-
Gehaltes waren nach 4-tägiger Kultivierung der Zellen als Sphäroide keine Unter-
schiede zu den als Monolayerzellen kultivierten A2058-Zellen zu beobachten. Auch bei 
11 Tage alten Sphäroiden traten keine Unterschiede beim Proteingehalt im Vergleich 
zur Kontrolle auf. Erst nach 18 d war die Rezeptor-Proteinsynthese etwas geringer 
(Abbildung 35). 





Abbildung 35:  Untersuchung der EphA2-Proteinsynthese in A2058-Sphäroiden mittels 
Western Blot-Analyse 
Dargestellt ist eine repräsentative immunchemische Detektionen des EphA2-Proteins 
und β-Aktin bei A2058-Monolayerzellen (ML), 4 d, 11 d und 18 d alten Sphäroiden.   
Immunhistochemische Färbung 
Um die Verteilung des Rezeptors innerhalb des Sphäroids zu untersuchen, wurde eine 
immunhistochemische Färbung des Rezeptors durchgeführt. Diese fand an 5 µm 
dicken Sphäroidschnitten mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers gegen EphA2 und 
der DAB-Farbreaktion statt (vgl. 2.5.3). Dabei konnte eine starke Färbung über das 
gesamte Sphäroid beobachtet werden (Abbildung 36). 
Bei den Sphäroiden mit einer Kultivierungszeit von 11 Tagen wurde kein visueller Un-
terschied der Proteinsynthese in Abhängigkeit des hypoxischen Gradienten festgestellt. 
Erst bei Sphäroiden, die 18 Tage kultiviert wurden, fiel in den Randbereichen eine stär-
kere Färbung auf. Dies wäre mit einer Abnahme der EphA2-Rezeptordichte in Folge 
des hypoxischen Gradienten gleichzusetzen. Bezieht man allerdings die HE-Färbung 
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der Sphäroidschnitte in die Erklärung mit ein, so wird deutlich, dass die Unterschiede 
bei der Farbintensität im Einklang mit der Zelldichte stehen (Abbildung 29). Der 
beobachtete Farbintensitätsunterschied ist demnach das Ergebnis der verringerten 
Zellzahl je näher man dem nekrotischen Kern kommt und nicht das Ergebnis der ver-
ringerten Rezeptor-Synthese. 
        















Abbildung 36:  Untersuchung zur Verteilung des EphA2-Rezeptors an Schnitten von 11 
und 18 Tage alten Sphäroid 
Dargestellt ist die immunhistochemische Färbung des EphA2-Rezeptors an Schnitten 
aus der Peripherie (oben) und aus der Mitte eines Sphäroids (unten). Links ist die 
Negativkontrolle gezeigt. (Balken: 100 µm) 
3.4.2.2 EphB4 
Western Blot-Analyse 
Der Nachweis des EphB4-Rezeptors gestaltete sich schwieriger. Bei der Immun-
detektion nach dem Western Blot-Verfahren wurden nur schwache Signale detektiert. 
Beim direkten Vergleich der Menge des EphB4-Proteins in Sphäroiden mit dem Gehalt 
bei A2058-Monolayer-Zellen zeigten sich keine Unterschiede bei der Signalintensität, 
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Abbildung 37:  Untersuchung der EphB4-Proteinsynthese in A2058-Sphäroiden 
Dargestellt ist eine repräsentative immunchemische Detektionen des EphB4-Proteins 
und ß-Aktin bei A2058-Monolayerzellen (ML) sowie 4 d, 11 d und 18 d alten Sphäroiden. 
 
Immunhistochemische Färbung 
An den Sphäroidschnitten war keine Färbung des Rezeptors zu beobachten 
(Abbildung 38). Zur Überprüfung der Funktionalität des verwendeten Antikörpers 
wurde eine Positivkontrolle mitgeführt. Dabei handelte es sich um Tumor-
xenograftschnitte (Kryoschnitte, 5 µm). Diese stammen aus Tumoren, die durch die 
subkutane Injektion von EphB4-überexprimierenden A375-Zellen in Nacktmäusen ge-
neriert wurden. Diese Schnitte ließen sich mit dem verwendeten Antikörper anfärben. 
 














Abbildung 38: Untersuchung zur Verteilung des EphB4-Rezeptors an 11 und 18 Tage 
    alten Sphäroiden im Vergleich zu Tumorgewebe 
Dargestellt ist die immunhistochemische Färbung des EphB4-Rezeptors an Schnitten 
von 11 d (Mitte) und 18 d (rechts) alten Sphäroiden. Links ist eine Positivkontrolle ge-
zeigt (Tumorxenograftschnitt aus EphB4-überexprimierenden Zellen). (Balken: 100 µm) 
 
In diesem Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch bei diesem Modell die Re-
zeptoren und Liganden in unterschiedlichem Ausmaß exprimiert und synthetisiert wur-
den. Ersten Hinweisen auf den spezifischen Einfluss der intrinsischen Hypoxie auf die 
Genexpression der Liganden konnte auf Proteinebene auf Grund der geringen Protein-
synthese nicht nachgegangen werden.  
Auch in diesem Modell konnte kein Zusammenhang zwischen der Genexpression bzw. 
der Synthese des EphA2- und des EphB4-Rezeptors und der intrinsischen  Hypoxie 
gezeigt werden.  
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3.5 Hypoxie und Bestrahlung 
Die Bestrahlung von hypoxischen Tumoren ist mit einer geringeren Effektivität ver-
bunden, d.h. hypoxische Zellen sind radioresistenter als normoxische Zellen [19]. Es 
sollte nun an den Zelllinien MEL-JUSO, A375, A2058 und MeWo untersucht werden, 
ob der Rezeptor EphA2 an diesen Prozessen beteiligt ist und ob sich durch die Be-
strahlung Veränderungen bei der Rezeptorsynthese von EphA2 ergeben, mit deren 
Hilfe man z.B. den Behandlungsverlauf einer Strahlentherapie verfolgen könnte. Die 
Zellen wurden im Vorfeld 72 Stunden unter experimenteller Hypoxie inkubiert und an-
schließend mit einer Dosis von je 10 Gy mittels Röntgenröhre bestrahlt (vgl. 2.2.14). 
Danach erfolgte die Untersuchung des EphA2-Rezeptors auf mRNA- und Protein-
ebene.  
3.5.1 Untersuchung der Genexpression 
Im Gegensatz zu den Untersuchungsergebnissen zum alleinigen Einfluss der Hypoxie 
waren bei der Kombination von Hypoxie und Bestrahlung Veränderungen bei der 
EphA2-mRNA-Expression zu finden (vgl. 3.2.3.3). 
 
Bestrahlung nach Vorinkubation unter Normoxie 
Bei der Genexpression des EphA2-Rezeptors wurde sechs Stunden nach der Be-
strahlung bei den MEL-JUSO- und A375-Zellen eine signifikante Erhöhung des mRNA-
Gehaltes um ca. das Drei- bis Vierfache im Vergleich zu den nicht-bestrahlten Zellen 
detektiert (Abbildung 39). Nach 24 Stunden lag das mRNA-Niveau nur noch zweifach 
höher als bei den nicht-bestrahlten Zellen.  
Bei den A2058-Zellen zeigte sich weder sechs noch 24 Stunden nach der Bestrahlung 
eine Veränderung bei der EphA2-Genexpression.  
Bei den MeWo-Zellen verringerte sich sechs Stunden nach der Bestrahlung die EphA2-
Genexpression signifikant, 24 Stunden nach der Bestrahlung war die Genexpression 
dagegen leicht erhöht.  
 
Bestrahlung nach Vorinkubation unter Hypoxie 
Wurden MEL-JUSO-Zellen vor der Bestrahlung unter hypoxischen Bedingungen 
inkubiert, dann trat 24 Stunden nach der Bestrahlung eine signifikante Erhöhung der 
EphA2-Genexpression auf.  
Auch bei den A375-Zellen wurde eine signifikante Erhöhung detektiert.  
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Bei den A2058- und MeWo-Zellen stieg die Genexpression des EphA2-Rezeptors 
sechs Stunden nach Bestrahlung an, fiel aber nach 24 Stunden unter (A2058) bzw. auf 
(MeWo) das Niveau der nicht-bestrahlten Zellen.  
 
Signifikante Unterschiede zwischen den normoxisch- und hypoxisch-vorinkubierten 
Zellen ergaben sich nach sechs Stunden bei den MEL-JUSO- und A375-Zellen. In bei-
den Fällen war die Genexpression des Rezeptors nach der Vorkultivierung unter ex-
perimenteller Hypoxie signifikant niedriger als bei den normoxischen Kontrollzellen. Bei 
den MeWo-Zellen wurde dagegen nach sechs Stunden eine signifikante Erhöhung im 
Vergleich zu den normoxisch vorinkubierten Zellen detektiert. Bei allen anderen Zell-
linien fand sich 24 Stunden nach der Bestrahlung kein signifikanter Unterschied 
zwischen den Kontrollzellen und den Zellen, die unter experimenteller Hypoxie 
vorinkubiert wurden.  
 
Abbildung 39: Kurzzeitauswirkung der Bestrahlung auf die EphA2-Genexpression  
Dargestellt ist die mRNA-Expression von EphA2 relativ zu ß-Aktin. Die Untersuchung 
fand 6 h und 24 h nach der Bestrahlung mit 10 Gy und vorheriger 72-stündiger 
Inkubation unter Normoxie und Hypoxie statt. (Mittelwert ± Standardfehler, n = 6 bei 3 
unabhängigen Proben, * p < 0,05 bezogen auf die jeweilige normoxische Kontrolle,        
# p < 0,05 bezogen auf die jeweilige nicht-bestrahlte Kontrolle; relative mRNA-
Expression = t
C2 , wobei ∆Ct = Ct (Zielgen)-Ct (Haushaltsgen ß-Aktin) und ∆∆Ct = ∆Ct 
(bestrahlt) - ∆Ct (nicht-bestrahlt))  
Zusammenfassend ließ sich auch für die Bestrahlung mit vorheriger Inkubation unter 
Hypoxie kein Zusammenhang zwischen dem metastatischen Phänotyp und der Gen-
expression von EphA2 finden. Zur Überprüfung der beobachteten Effekte folgten nun 
die Untersuchungen auf Proteinebene. 
nicht-behandelte 
Kontrolle 
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3.5.2 Untersuchung des Proteingehaltes 
Western Blot-Analyse 
In Abbildung 40 sind die Änderungen der EphA2-Rezeptorproteinsynthese bei den 
vier untersuchten Zelllinien dargestellt. Unabhängig von der hypoxischen Vorinkubation 
und der anschließenden Bestrahlung wurden bei den MEL-JUSO- und A2058-Zellen 
keine Änderungen detektiert.  
 
Abbildung 40:  Untersuchung der EphA2-Proteinsynthese nach hypoxischer 
Vorbehandlung und anschließender Bestrahlung mit 10 Gy nach einem, 
drei und sieben Tagen mittels Western Blot-Analyse 
Dargestellt sind repräsentative immunchemische Detektionen des EphA2-Proteins und 
ß-Aktin bei den vier Melanomzelllinien MEL-JUSO, A375, A2058 und MeWo.  
Eine starke Änderung der EphA2-Proteinsynthese ist bei den A375-Zellen zu 
erkennen. Waren einen Tag nach der Bestrahlung keine Änderungen zu beobachten, 
so konnte drei Tage nach der Bestrahlung ein Unterschied festgestellt werden. Unab-
hängig von der vorausgegangenen Inkubation unter Hypoxie kam es zu einem Abfall 
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der Proteinmenge nach der Bestrahlung mit 10 Gy. Unterschiede zwischen 
normoxisch- und hypoxisch-vorbehandelten Zellen traten nicht auf. Sieben Tage nach 
Bestrahlung erfolgte ein weiterer Abfall des Proteinniveaus im Vergleich zur jeweiligen 
Kontrolle, aber auch hier waren keine Unterschiede zwischen normoxischen und 
hypoxischen Zellen zu erkennen.  
Bei den MeWo-Zellen wurde am ersten Tag nach Bestrahlung eine Verringerung des 
EphA2-Gehaltes detektiert, wenn die Zellen vorher unter Hypoxie kultiviert wurden. 
Diese Änderung trat bei den normoxisch kultivierten Zellen nicht auf. Drei Tage nach 
der Bestrahlung wurden sowohl bei den normoxisch als auch bei den hypoxisch vor-
behandelten und bestrahlten Zellen eine Verringerung des EphA2-Gehaltes 
beobachtet. Diese Effekte hoben sich jedoch wieder auf. So waren sieben Tage nach 




Neben der Western Blot-Immundetektion wurde auch in diesem Fall die Durchfluss-
zytometrie als Nachweis für die Proteinsynthese der beiden Rezeptoren genutzt. Aller-
dings ergaben sich bei diesem Verfahren Probleme bei der Auswertung der durch-
flusszytometrischen Daten. 
 
Abbildung 41: Durchflusszytometrische Analyse der EphA2-Rezeptorsynthese nach 
vorausgegangener Inkubation unter Normoxie und Hypoxie und an-
schließender Bestrahlung bei A375-Zellen 
Dargestellt ist das absolute Fluoreszenzsignal 1 d, 3 d und 7 d nach der Bestrahlung. 
(Mittelwert ± Standardfehler, n ≥ 3) 
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Das Signal der bestrahlten Proben änderte sich über den gesamten 
Untersuchungszeitraum nur wenig (Abbildung 41). Anders dagegen verhielt es sich 
mit den nicht-bestrahlten Kontrollzellen, denn deren Fluoreszenzsignal sank mit 
zunehmender Inkubationsdauer immer weiter. 
Ursache dieses Phänomens war vermutlich die Zelldichte, da es sonst keine Unter-
schiede zwischen den bestrahlten und nicht-bestrahlten Zellen gab. Die Wachstums-
kurven zeigten, dass mit steigender Inkubationsdauer das Wachstum der bestrahlten 
Zellen stagnierte, unabhängig von normoxischer und hypoxischer Vorbehandlung 
(Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurden Kulturflaschen mit unterschiedlichen 
Zellzahlen ausgesät. Das Ablösen der Zellen erfolgte zu einem Zeitpunkt, als die Kul-
turflasche mit der höchsten Ausgangszellzahl eine Konfluenz von 95% erreicht hatte. 
Anschließend wurden die Zellsuspensionen nach dem normalen durchfluss-
zytometrischen Protokoll aufgearbeitet (vgl. 2.4.6).  
In Abbildung 42A ist das Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse dargestellt. 
Bei den Rezeptoren ergaben sich starke Unterschiede zwischen den Proben mit 
unterschiedlichen Zelldichten. Die Konfluenz der Zellen lag bei der Ausgangszellzahl 
von 5  105 Zellen bei 35%, bei 1  106 Zellen bei 50%, bei 3  106 Zellen bei 90% und 
bei 5  106 bei 95%. 
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Abbildung 42: Durchflusszytometrische Analyse (A) und Immundetektion nach Western 
Blot-Verfahren (B) des EphA2-Rezeptors in Abhängigkeit der Konfluenz 
bei A375-Zellen  
Bei der immunchemischen Detektion sind die Proben wie folgt aufgetragen:  
5  105 Zellen (1), 1  106 Zellen (2), 3  106 Zellen (3), 5  106 Zellen (4).  
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Es zeigte sich, dass das Fluoreszenzsignal für den EphA2-Rezeptor abhängig von der 
Konfluenz der Zellen war. Mit Zunahme der Konfluenz von 35% auf 95% sank das 
Fluoreszenzsignal um fast 65%. 
Der direkte Vergleich zum Nachweis der EphA2-Proteinsynthese mittels Durchfluss-
zytometrie mit der Immundetektion nach Western Blot-Verfahren zeigte jedoch, dass 
sich bei der Immundetektion nach Western Blot-Verfahren keine Unterschiede bei der 
Signalintensität als Konsequenz der veränderten Zelldichten ergaben            
(Abbildung 42B). 
 
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass ausgewählte Zellen die nach voraus-
gegangener Inkubation unter Hypoxie mit Röntgenstrahlen bestrahlt wurden, sowohl 
auf mRNA- als auch auf Proteinebene Änderungen des EphA2-Rezeptors zeigten. 
Diese Änderungen fanden sich jedoch nicht bei allen metastatischen Zelllinien, so dass 
eine Abhängigkeit vom metastatischen Phänotyp nicht festgestellt wurde. Eine Aus-
wertung der Untersuchung auf Proteinebene war mittels der durchflusszytometrischen 
Analyse nicht möglich.  
3.6 Untersuchung des Metastasierungsverhaltens von trans-
fizierten EphA2-überexprimierenden A375-Zellen 
Der nächste Schritt war die Transfektion verschiedener Zelllinien mit einem Plasmid, 
welches die EphA2-Sequenz enthielt. Damit sollte eine Zelllinie generiert werden, die 
das EphA2-Protein verstärkt synthetisiert. In den vorausgegangenen Untersuchungen 
konnte kein Einfluss der Hypoxie auf die Genexpression und Synthese des Rezeptors 
festgestellt werden. Mit diesem Schritt sollte nun untersucht werden, ob eine erhöhte 
EphA2-Genexpression und -Synthese den Zellen einen zusätzlichen Schutz in 
hypoxischen Bereichen bietet. Für die Transfektion wurden verschiedene Trans-
fektionsreagenzien und Protokolle getestet. Erfolgreich war letztendlich die Trans-
fektion mittels Elektroporation und einem Transfektionskit von Lonza, welcher jedoch 
nur für die A375-Zellen angewendet werden konnte (vgl. 2.2.9). Nach der Transfektion 
und dem Separieren einzelner Klone wurde schließlich eine Zelllinie generiert, die das 
EphA2-Gen überexprimierte. Zusätzlich wurde als Vergleich für die nachfolgenden 
Versuche eine Zelllinie generiert, die das Plasmid ohne die EphA2-Sequenz enthielt 
(im nachfolgenden A375-mock genannt). Dies war notwendig, damit eventuelle Ver-
änderungen im Verhalten der neuen Zelllinie als Ergebnis der erhöhten EphA2-Gen-
expression und -Proteinsynthese zu betrachten waren und nicht als Folge der 
Plasmidaufnahme. 
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3.6.1 Charakterisierung der transfizierten Zellen 
Bei den A375-EphA2-Zellen zeigte sich, dass die Transfektion sehr stabil war. Auch 
nach 15 Passagen betrug die Fluoreszenzintensität des GFP mehr als 95% im Ver-
gleich zu den A375-Zellen (Abbildung 43). Erst ab einer Passagenzahl von 17 fiel die 
Fluoreszenzintensität unter 95% und die Zellen wurden nicht weiter verwendet. 
Die Etablierung der mock-Zellen gestaltete sich schwieriger. Zwar gelang es, einen 
transfizierten Klon zu erhalten, der als die o.g. A375-mock-Zelllinie weiter kultiviert 
wurde, aber auch nach mehrmaligem Sorten der Zellen wurde eine maximale Fluores-
zenzintensität von 89% erreicht. Diese fiel innerhalb von drei Wochen auf unter 60%, 
so dass die Zellen bereits nach vier Passagen verworfen und ein neues Aliquot auf-
getaut wurde. Trotz der geringen Fluoreszenz wurden die mock-Zellen für Versuche 
verwendet. 























Abbildung 43: Exemplarischer Nachweis der Fluoreszenz bei den nicht-transfizierten und 
den transfizierten Zellen 
 In der oberen Reihe befinden sich die Phasenkontrastaufnahmen der nicht-transfizierten, 
der mock-transfizierten und der EphA2-transfizierten A375-Zellen. Darunter sind die ent-
sprechenden Fluoreszenzbilder dargestellt. In der dritten Reihe befinden sich die 
Histogrammplots der durchflusszytometrischen Aufnahmen mit dem entsprechenden 
Anteil positiv-transfizierter Zellen (M1). (Balken: 50 µm) 
Die Überprüfung einer erfolgreichen Transfektion fand sowohl auf mRNA-Ebene als 
auch auf Proteinebene statt. Bereits die Ergebnisse der quantitativen Echtzeit-RT-PCR 
bestätigten die erfolgreiche Transfektion der Zelllinie A375. In der Abbildung 44 ist zu 
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erkennen, dass die Zelllinie A375-EphA2 das EphA2-Gen deutlich stärker exprimierte 
als die A375-mock- und die nicht-transfizierten A375-Zellen. Zwar exprimierten die 
mock-transfizierten Zellen etwas mehr EphA2 als die nicht-transfizierten Zellen, aller-
dings war die Genexpression nur 3-fach erhöht. Im Fall der A375-EphA2-Zellen erhielt 
man eine ca. 23-fach stärkere Genexpression im Vergleich zu den nicht-transfizierten 
A375-Zellen.  
 
          1        2         3  
      EphA2  











Abbildung 44: Nachweis der verstärkten EphA2-Genexpression und -Proteinsynthese 
Dargestellt ist auf der linken Seite die mRNA-Expression von EphA2 relativ zu ß-Aktin 
bei den untersuchten Zelllinien. (Mittelwert ± Standardfehler, n = 6 bei 3 unabhängigen 
Proben, * p < 0,05 bezogen auf nicht-transfizierte A375-Zellen; relative mRNA-Expres-
sion = t
C2 , wobei ∆Ct = Ct (Zielgen EphA2)-Ct(Haushaltsgen ß-Aktin)). Auf der rech-
ten Seite ist ein Bild einer exemplarischen Immundetektion des EphA2-Proteins der 
A375- (1), A375-mock- (2) und A375-EphA2-Zellen (3) im Vergleich zum Haushaltsgen 
ß-Aktin dargestellt. 
Diese Ergebnisse fanden sich auch auf Proteinebene wieder. Die Detektion des 
EphA2-Proteins zeigte ein deutlich stärkeres Signal für die transfizierten A375-EphA2-
Zellen. Auch die mock-Zellen zeigten eine leichte Erhöhung des EphA2-Protein-
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3.6.2 Morphologische Veränderungen 
Mit dem erhöhten EphA2-Gehalt gingen auch morphologische Veränderungen einher.  
Die transfizierten A375-EphA2-Zellen waren in ihrer Gestalt wesentlich runder und 
größer als die Ursprungszellen, die eher eine spindelförmige Gestalt hatten. Die A375-
mock-Zellen mit dem Leerplasmid wiesen eine ähnliche spindelförmige Gestalt analog 
zu den A375-Zellen auf (Abbildung 45).  










Abbildung 45: Mikroskopische Aufnahmen der nicht-transfizierten (links) und 
transfizierten Zellen (Mitte und rechts) (Balken: 100 µm) 
3.6.3 Wachstumskurven 
Analog zu den Versuchen der nicht-transfizierten Zellen wurden auch für die trans-
fizierten Zellen Wachstumskurven aufgenommen und die Verdopplungszeit berechnet 
(vgl. 2.2.7). 
Zellen, die mit dem EphA2-Plasmid transfiziert wurden, wuchsen sehr viel langsamer 
als die nicht-transfizierten Zellen (Abbildung 46). Dies spiegelte sich in der Verdopp-
lungszeit wieder. Während die Verdopplungszeit nicht-transfizierter A375-Zellen bei ca. 
18 Stunden lag, betrug diese bei A375-EphA2-Zellen ca. 22 Stunden.  
Die beiden transfizierten Zelllinien A375-EphA2 und A375-mock hatten gemein, dass 
sich durch die Inkubation unter experimenteller Hypoxie keine Unterschiede beim Zell-
wachstum ergaben. Währenddessen teilten sich die A375 Zellen nach 48 Stunden 
unter Hypoxie nicht mehr und stellten das Wachstum ein. 
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 Verdopplungszeit [h] 
 A375 A375-mock A375-EphA2 
Normoxie 18,1 ± 1,1 16,7 ± 0,9 22,7 ± 2,9 
Hypoxie 19,3 ± 1,9 18,0 ± 1,1 22,8 ± 1,8 
 
Abbildung 46: Wachstumskurven und Verdopplungszeiten der transfizierten 
                         Melanomzelllinien und ihrer Kontrolle unter Normoxie und Hypoxie  
Die Darstellungen der Wachstumskurven befinden sich in den Diagrammen, in der 
darunter aufgeführten Tabelle sind die entsprechenden Verdopplungszeiten nach der 
Behandlung aufgeführt. (Mittelwert ± Standardfehler, n ≥ 4, * p < 0,05 bezogen auf die 
normoxischen Zellen) 
3.6.4 Vitalitätstest mit MTT 
Beim Vitalitätstest mit MTT zeigten sich keine Unterschiede zwischen den nicht-trans-
fizierten Zellen und den A375-mock-Zellen. Beide hatten im zeitlichen Verlauf die 
gleiche Entwicklung und nach 72 Stunden unter der reduzierten 
Sauerstoffkonzentration verringerte sich die Vitalität der Zellen stark. Zwar konnte 
dieser Effekt auch bei den A375-EphA2-Zellen beobachtet werden, allerdings lag der 
Vitalitätsverlust nach 72-stündiger Hypoxie hier bei knapp 20%, während er bei den 
anderen beiden Zelllinien ca. 40% betrug.  
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Abbildung 47: Vitalität der Zellen nach hypoxischer Behandlung der transfizierten                   
  Melanomzelllinien im Vergleich zur nicht-transfizierten Kontrolle 
Dargestellt ist die relative Vitalität der Zellen nach 24 h, 48 h und 72 h unter hypoxischen 
Bedingungen in Bezug zur normoxischen Kontrolle. (Mittelwert ± Standardfehler, n = 4, 
* p < 0,05 bezogen auf die normoxische Kontrolle) 
Mit den bisherigen Versuchen konnte ein gelungener Einbau des EphA2-Plasmids 
nachgewiesen werden. Als Folge des erhöhten EphA2-Gehaltes steigerte sich die Ver-
dopplungszeit gegenüber den nicht-transfizierten A375-Zellen. Zusätzlich wurden 
starke morphologische Veränderungen beobachtet. Auf die Kultivierung unter experi-
menteller Hypoxie reagierten die Zellen im Vergleich zu den nicht-transfizierten A375-
Zellen mit einem geringeren Vitalitätsverlust. Im nächsten Schritt wurde nun das 
metastatische Verhalten der transfizierten Zellen unter Normoxie und Hypoxie unter-
sucht. 
3.6.5 Untersuchung des metastatischen Verhaltens 
Für die Untersuchung des metastatischen Verhaltens von Tumorzellen stehen ver-
schiedene Verfahren zur Verfügung, von denen in dieser Arbeit drei zur Anwendung 
kamen. Zum einen wurde das Adhäsionsverhalten der nicht-transfizierten und trans-
fizierten Zellen sowohl unter Normoxie als auch Hypoxie untersucht. In weiteren Ex-
perimenten wurden das Migrationsverhalten und das Invasionsvermögen der Zellen 
beurteilt.  
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3.6.5.1 Untersuchung der Adhäsion 
Bei der Untersuchung zum Adhäsionsverhalten (vgl. 2.2.15.1) der nicht-transfizierten 
A375-Zellen unter Normoxie und Hypoxie wurde kein Unterschied zwischen den 
beiden Kultivierungsbedingungen festgestellt (Abbildung 48).  
Beim Vergleich der nicht-transfizierten mit den transfizierten Zellen waren unter 
Normoxie keine signifikanten Unterschiede festzustellen.  
Für die A375-EphA2-Zellen wurde unter hypoxischen Bedingungen eine leichte 
Tendenz zu einem verringerten Adhäsionsvermögen beobachtet. Ebenso war dieser 
Trend bei den A375-mock-Zellen zu beobachten.  
Insgesamt betrachtet wurden weder signifikante Unterschiede durch die Kultivierungs-
bedingungen noch durch die veränderte EphA2-Genexpression beobachtet. 
 
Abbildung 48: Untersuchung zum Adhäsionsvermögen der Zellen unter Normoxie und 
   Hypoxie 
Dargestellt ist das relative Adhäsionsvermögen der verschiedenen Zelllinien unter 
Hypoxie und Normoxie bezogen auf normoxische A375-Zellen. (Mittelwert ± Standard-
fehler, n = 3, * p < 0,05 bezogen auf die normoxischen A375-Zellen) 
3.6.5.2 Untersuchung der Migration 
Bei der Untersuchung des Migrationsvermögens (vgl. 2.2.15.2) der Zellen durch eine 
Membran mit einer Porengröße von 8 µm konnten bei den nicht-transfizierten A375-
Zellen große Unterschiede in Abhängigkeit von der Inkubation unter Hypoxie und Nor-
moxie festgestellt werden. So erhöhte sich das Migrationsverhalten der Zellen unter 
Hypoxie offenbar um ca. 80% (Abbildung 49). Allerdings waren die Streuungen 
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zwischen den einzelnen Messungen sehr stark, so dass keine signifikante Erhöhung 
festgestellt wurde.  
Bei der Untersuchung der transfizierten A375-mock-Zellen wurde eine Verringerung 
des Migrationsvermögens um ca. 60% im Vergleich zu den nicht-transfizierten A375-
Zellen festgestellt. Diese Verringerung war jedoch nicht signifikant. Auch unter Hypoxie 
wurde eine nicht signifikante Verringerung der Migration um ca. 60% beobachtet. 
Bei den A375-EphA2-Zellen wurde unter Normoxie eine signifikante Verringerung der 
Migration um ca. 80% im Vergleich zu den nicht-transfizierten A375-Zellen beobachtet. 
Unter Hypoxie verringerte sich die Migration nochmals und erreichte einen Wert von 
ca. 10%.  
 
Abbildung 49: Untersuchung zum Migrationsverhalten der Zellen unter Hypoxie und  
   Normoxie 
 Dargestellt ist das relative Migrationsvermögen der verschiedenen Zelllinien unter 
Hypoxie und Normoxie bezogen auf normoxische A375-Zellen. (Mittelwert ± Standard-
fehler, n = 3, * p < 0,05 bezogen auf die normoxischen A375-Zellen) 
3.6.5.3 Untersuchung der Invasion 
Auch das Vermögen der Zellen, in eine Basalmembranmatrix einzuwandern, wurde 
unter Hypoxie und Normoxie untersucht (vgl. 2.2.15.3). Hierbei kam es bei den nicht-
transfizierten A375-Zellen unter Hypoxie zu einer signifikanten Verringerung des 
invasiven Verhaltens auf ca. 10% (Abbildung 50). 
Das invasive Verhalten der transfizierten A375-mock- und A375-EphA2-Zellen ver-
ringerte sich unter Normoxie ebenfalls signifikant. So verminderte sich die Invasion bei 
den A375-mock-Zellen auf ca. 20% und bei den A375-EphA2-Zellen auf ca. 15%. 
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Im Vergleich zu den nicht-transfizierten normoxischen A375-Zellen reduzierte sich das 
invasive Verhalten unter Hypoxie ebenfalls. Die nicht signifikante Verringerung bei den 
A375-mock-Zellen betrug ca. 50%. Bei den A375-EphA2-Zellen konnte eine signifi-
kante Verringerung der Invasivität auf 30% beobachtet werden. 
 
Abbildung 50: Untersuchung zum Invasionsverhalten der Zellen unter Hypoxie und  
   Normoxie 
 Dargestellt ist das relative Invasionsvermögen der verschiedenen Zelllinien unter 
Hypoxie und Normoxie bezogen auf normoxische A375-Zellen. (Mittelwert ± Standard-
fehler, n = 3, * p < 0,05 bezogen auf die normoxischen A375-Zellen) 
Mit den drei vorgestellten Untersuchungen konnten Aussagen zum metastatischen 
Verhalten der transfizierten und nicht-transfizierten A375-Zellen getroffen werden. Das 
Adhäsionsverhalten wurde unabhängig von der Transfektion und der Umgebung nicht 
beeinflusst. Die Effekte, die sich bei der Untersuchung des invasiven Verhaltens er-
gaben, waren unspezifisch und konnten nicht auf eine erhöhte EphA2-Synthese 
zurückgeführt werden. Dagegen ergaben sich bei der Untersuchung der Migration 
Effekte, die auf die erhöhte Synthese des EphA2-Rezeptors zurückgeführt werden 
können. Dabei handelte es sich um anti-metastatische Effekte. 
Nun waren weiterführende Experimente notwendig, in denen die erhöhte EphA2-
Synthese durch spezifische Antisense-Konstrukte verringert (z.B. siRNA) oder die 
Phosphorylierung des Rezeptors durch spezifische Inhibitoren inhibiert wird. Erhöht 
sich nach der Behandlung die Migration, dann könnte von einem EphA2-spezifischen 
Effekt ausgegangen werden. 
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3.7 Inhibierung der EphA2-Phosphorylierung 
Zur Inhibierung der EphA2-Phosphorylierung wurde ein aus der Literatur bekannter 
Inhibitor gegen EphA2 ausgewählt [115].7 Die durch den veränderten EphA2-Gehalt 
ausgelösten Effekte können mit dem Inhibitor gehemmt werden. Damit sollte der 
Beweis erbracht werden, dass die beobachteten Effekte eindeutig auf den erhöhten 
EphA2-Gehalt zurückzuführen waren. Bei dem ausgewählten Inhibitor handelte es sich 
um 5-(2,5-Dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)-2-hydroxybenzoesäure (Abbildung 51).  
 
 
  EphrinA1-Fc        -       +     +    +     +     +   
  
 pTyr 
      
     EphA2 
 
                              Inhibitor [µM]     0      0      1   10  100  300 
 
 
Abbildung 51: Strukturformel des Inhibitors (links); Immunchemische Detektion von 
phosphoryliertem EphA2 nach Inkubation mit einem EphA2-spezifischen 
Inhibitor und anschließender Stimulation mit EphrinA1-Fc (rechts) 
Zur Kontrolle eines gleichen EphA2-Gehalt in den einzelnen Proben dient der Nachweis 
des Gesamt-EphA2-Gehaltes (untere Bande).  
Für die Etablierung eines Protokolls erfolgte im ersten Schritt die Inkubation von A375-
Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen des Inhibitors. Die anschließende 
Zugabe von EphrinA1-Fc stimulierte die Phosphorylierung des EphA2-Rezeptors (vgl. 
2.2.13). Nachfolgend schloss sich eine Immunpräzipitation (vgl. 2.4.5) von EphA2 und 
Western Blot-Detektion des phosphorylierten EphA2 an. Dabei konnte mit steigender 
Inhibitorkonzentration eine Erhöhung des Phosphorylierungsgrades detektiert werden 
(Abbildung 51). Dieses Ergebnis, welches in drei unabhängigen Experimenten repro-
duziert wurde, stand im Widerspruch zum erwarteten Effekt. Aus diesem Grund wurde 




                                                
7 Der Inhibitor wurde von Dr. C. Mamat, Abteilung für PET-Tracer, Institut für Radiopharmazie am Helmholtz-Zentrum 
Dresden-Rossendorf, hergestellt.  
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3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Mit den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten konnte gezeigt werden, dass 
ausgewählte Mitglieder der Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden von den unter-
suchten Melanomzelllinien MEL-JUSO, A375, A2058 und MeWo exprimiert wurden. 
Der Nachweis der Proteinsynthese gelang mittels Immundetektion nach Western Blot-
Verfahren nur für den EphA2-Rezeptor eindeutig.  
Weiterhin wurde ein Modell zur Untersuchung der extrinsischen Hypoxie an Mono-
layerzellen und der intrinsischen Hypoxie an A2058-Sphäroiden etabliert. In beiden 
Modellen konnte ein Einfluss der Hypoxie auf die Expression und Synthese von 
EphrinA1, EphrinB2 und EphB4 nicht eindeutig nachgewiesen werden. Während-
dessen ergab sich für den EphA2-Rezeptor kein Einfluss durch die Hypoxie. Nach-
folgend fanden zudem Untersuchungen zum Einfluss einer Röntgenbestrahlung nach 
der vorherigen Kultivierung unter experimenteller Hypoxie statt. Dabei wurden Unter-
schiede bei der Proteinsynthese und Genexpression des EphA2-Rezeptors detektiert.  
Durch die Transfektion von A375-Zellen mit einem Plasmid, welches die EphA2-
Sequenz enthielt, wurde eine Zelllinie generiert, die den Rezeptor sowohl auf mRNA- 
als auch auf Proteinebene verstärkt exprimiert bzw. synthetisiert. Der veränderte 
EphA2-Gehalt führte nicht zu spezifischen Effekten beim Adhäsions- und Invasions-
vermögen. Effekte zeigten sich jedoch bei der Untersuchung der Migration, die sich 
durch den veränderten EphA2-Gehalt verringerte.  
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4 Diskussion 
Die Eph-Rezeptoren spielen eine große Rolle bei der Embryonalentwicklung, ins-
besondere bei der Weiterleitung von Signalen für die Zell-Zell-Repulsion, dem 
Wachstumskegel und der neuralen Zellmigration. In den letzten Jahren rückte jedoch 
immer mehr ihre Beteiligung an der Tumorprogression und der Metastasierung in den 
Mittelpunkt der Aufmerksamkeit. So zeigten Untersuchungen zum EphA2-Rezeptor bei 
Melanomen, dass dessen Überexpression eine wichtige Rolle bei der Progression 
spielt. Ein wichtiger Auslöser für die Progression und metastatische Vorgänge ist die 
Hypoxie. Bisher ist noch wenig über die Genexpression und Proteinsynthese ver-
schiedener Eph-Rezeptoren und Ephrine unter dem Einfluss der Hypoxie und deren 
Auswirkung auf die Metastasierung bekannt.  
Gegenstand dieser Arbeit war deshalb die Untersuchung der Genexpression und 
Proteinsynthese verschiedener Eph-Ephrin-Systeme unter Hypoxie an Monolayerzellen 
(extrinsische Hypoxie). Zudem erfolgte die Untersuchung an einem intrinsischen 
Hypoxiemodell in Form von Tumorsphäroiden. 
4.1 Etablierung und Charakterisierung des extrinsischen 
Hypoxiemodells  
Im Vorfeld der Untersuchungen zum Einfluss der Hypoxie auf verschiedene Eph-
Rezeptoren und Ephrin-Liganden wurde der allgemeine Einfluss hypoxischer 
Bedingungen auf die verschiedenen Zelllinien untersucht. Zur Überprüfung des experi-
mentellen Set-up wurde zunächst die Genexpression des vaskulären endothelialen 
Wachstumsfaktor (VEGF) und das Aufnahmeverhalten des Radiotracers [18F]FMISO 
unter hypoxischen Bedingungen geprüft.  
Für die Untersuchungen auf mRNA-Ebene wurden kurze Inkubationszeiten von sechs 
bis 24 Stunden untersucht. Als Hypoxiemarker wurde in diesem Fall der Wachstums-
faktor VEGF verwendet. Unter Hypoxie exprimieren die Zellen verstärkt VEGF, der 
eine wichtige Rolle bei der Gefäßneubildung spielt. Unter Sauerstoffmangel wird die 
VEGF-Genexpression durch HIF-1α erhöht. Dadurch wird die Bildung neuer Blut-
gefäße und somit eine bessere Sauerstoffversorgung gewährleistet [25]. In der 
vorliegenden Arbeit reagierten alle Zelllinien (MEL-JUSO, A375, A2058, MeWo) 
erwartungsgemäß mit einer Hochregulierung der VEGF-Genexpression.  
Für den Nachweis der Hypoxie nach längeren Inkubationszeiten von 24 bis 72 Stunden 
wurde der Hypoxiemarker [18F]FMISO eingesetzt. Das Verfahren der Messung der 
[18F]FMISO-Aufnahme ist im Institut für Radiopharmazie bereits seit vielen Jahren 
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etabliert. Dabei kommt der Radiotracer nicht nur bei Zellkulturmodellen, sondern auch 
im Patienten zur Anwendung, um hypoxische Areale in Tumoren sichtbar zu machen 
[117-119]. Erwartungsgemäß zeigten die vier untersuchten Zelllinien MEL-JUSO, 
A375, A2058 und MeWo unter normoxischen Bedingungen nur eine geringe Aufnahme 
des Radiotracers (< 0,5% ID/mg Protein). Unter den hypoxischen Bedingungen stieg 
die [18F]FMISO-Aufnahme bei allen untersuchten Zelllinien an, überstieg aber in 
keinem Fall 3% ID/mg Protein. Die Zellen, die 24 Stunden unter Hypoxie inkubiert 
wurden, akkumulierten wesentlich größere Mengen des Radiotracers als Zellen, die 
länger unter Hypoxie inkubiert wurden. In keinem Fall fielen sie jedoch auf das Niveau 
der Kontrolle zurück. Verglichen z.B. mit dem Radiopharmakon [18F]FDG, bei dem die 
Aufnahme unter Normoxie zwischen 150 – 325% ID/mg Protein lag, akkumulierten die 
Zellen nur wenig des Radiotracers [18F]FMISO. Dies begründet sich u.a. durch den 
Aufnahmemechanismus, der im Gegensatz zur Aufnahme von [18F]FDG über einen 
passiven Transport erfolgt [120, 121]. Intrazellulär reduzieren Nitroreduktasen die Ver-
bindung. Damit bindet diese an Makromoleküle der Zelle und wird fixiert. Schon 
geringe Mengen an Sauerstoff fördern die Rückreaktion, wodurch eine Fixierung ver-
hindert wird und der Radiotracer die Zelle wieder verlässt. Gerätebedingt war eine 
Sauerstoffrestkonzentration von max. 1% vorhanden. Eventuell reicht diese geringe 
Menge aus, um eine effektive Reduktion des [18F]FMISO zu verhindern.  
 
Zur Charakterisierung des Einflusses der Hypoxie auf die verschiedenen Zelllinien 
wurden verschiedene Parameter untersucht. Mit Hilfe von [18F]FDG konnten Aussagen 
über den Glukosebedarf von Zellen getroffen werden. Nach der Warburg-Hypothese 
weisen Tumorzellen einen höheren Glukosebedarf als normale Zellen auf (Warburg-
Effekt). Die Ursache dafür ist die erhöhte Hexokinaseaktivität und die erhöhte Gen-
expression von Glukosetransportern in Tumorzellen [122]. Zusätzlich zu diesem Effekt 
verursachen hypoxische Bedingungen in Tumoren eine weitere Erhöhung des Glu-
kosebedarfs [123]. Die Ursache dafür sind Veränderungen der Stoffwechselvorgänge. 
Unter normalen Bedingungen gewinnen Zellen ihre Energie über die Elektronen-
transportkette. Für die Umsetzung ist jedoch Sauerstoff notwendig. Werden Zellen nun 
reduzierten Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt, muss die ATP-Erzeugung über 
alternative Wege erfolgen. Ein alternativer Weg ist die Glykolyse, bei der es zur Um-
setzung von Glukose zu Laktat kommt. Dieser Weg ist jedoch ineffizienter, wodurch die 
Zellen zur Deckung ihres Energiebedarfs mehr Glukose benötigen. Bei der Unter-
suchung der Glukoseaufnahme mittels [18F]FDG zeigte sich, dass nur eine Zelllinie auf 
die Hypoxie mit einer Erhöhung der Glukoseaufnahme reagierte. So verdoppelte sich 
unter Hypoxie die Aufnahme des [18F]FDG bei den MeWo-Zellen. Die MEL-JUSO-, 
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A375- und A2058-Zellen reagierten dagegen unter Hypoxie kaum (A375-Zellen) oder 
mit einer Verringerung der Traceraufnahme (A2058- und MEL-JUSO-Zellen). Die 
Ursache dafür kann die bereits stark aktivierte Glykolyse bei den MEL-JUSO-, A375- 
und A2058-Zellen sein. Diese wurde unter hypoxischen Bedingungen nicht stärker 
beeinflusst, während die MeWo-Zellen im Vergleich zu den anderen Zelllinien im 
Vorfeld eine relativ geringe Glukoseaufnahme zeigten, welche dann unter Hypoxie 
erwartungsgemäß verstärkt wurde. Zwar kommt es in den meisten Fällen bei 
hypoxischen Tumoren zu einem Anstieg der [18F]FDG-Aufnahme, allerdings gibt es 
auch Studien, die keine Korrelation zwischen Hypoxie und der [18F]FDG-Aufnahme 
nachwiesen. Allerdings fanden diese Versuche an Tiermodellen und nicht in In-vitro-
Untersuchungen statt [124, 125]. 
 
Durch die Aufnahme von Wachstumskurven und die Durchführung des Vitalitätstests 
konnte gezeigt werden, dass bei drei Zelllinien weder die Proliferation noch die Vitalität 
durch die Reduzierung der Sauerstoffkonzentration beeinflusst wurde. Eine Ausnahme 
war die Zelllinie A375. Bei dieser kam es durch die Inkubation unter experimenteller 
Hypoxie nach 48 Stunden zu einem Wachstumsstopp. Im Einklang damit erklären sich 
auch die Ergebnisse des Vitalitätstests bei diesen Zellen. Hier wurde im zeitlichen 
Verlauf der Inkubation unter Hypoxie ein kontinuierlicher Abfall der Vitalität beobachtet. 
Dieser Effekt lässt sich mit der geringeren Zellzahl nach der Inkubation unter Hypoxie 
im Vergleich zur Normoxie erklären. Dadurch standen für die Umsetzung von MTT 
weniger Zellen zur Verfügung, was sich in der starken Verringerung des Signals und 
damit der Vitalität im Vergleich zur normoxischen Kontrolle widerspiegelte.  
 
Zusammenfassend konnte durch die Anwendung dieser standardisierten Methoden die 
Eignung des vorgestellten extrinsischen Hypoxiemodells für die weiterführenden 
Untersuchungen nachgewiesen werden.  
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4.2 Etablierung und Charakterisierung des intrinsischen 
Hypoxiemodells 
4.2.1 Generierung von Sphäroiden mit den verschiedenen 
Melanomzelllinien 
Für die Untersuchungen zur intrinsischen Hypoxie wurden die verschiedenen Zelllinien 
als Sphäroide kultiviert. Für die Kultivierung von Sphäroiden eignen sich bei den 
kutanen Tumorzellen besonders die Melanomzellen [126]. So zeigten Smalley et al., 
dass 18 von 26 untersuchten Melanomzelllinien Sphäroide bilden [127]. Für die Gene-
rierung von Sphäroiden stehen verschiedene Techniken zur Verfügung (vgl. 1.4).  
Im Rahmen dieser Arbeit gelang es mit Hilfe der Methylzellulosetechnik, Sphäroide aus 
den A2058-Zellen zu generieren. Diese konnten über einen langen Zeitraum kultiviert 
werden. Mit den Zelllinien MEL-JUSO, A375 und MeWo gelang dies nur eingeschränkt. 
In der Literatur findet man widersprüchliche Angaben, ab wann von einem Sphäroid 
gesprochen werden kann. So ist in Veröffentlichungen auch von Sphäroiden die Rede, 
obwohl es sich nur um lose Zellverbände handelt. Hirschhäuser et al. sind der Ansicht, 
dass man von einem Sphäroid ausgehen kann, wenn sich innerhalb des Zell-
aggregates pathophysiologische Gradienten ausbilden, wie man es auch im Fall von 
echten Tumoren beobachten kann [128]. Die Voraussetzungen für die Anwendung von 
Sphäroiden in Screening-Verfahren zur Testung von Wirkstoffen sind eine klar defi-
nierte 3D-Struktur und eine uniforme Geometrie, die es ermöglicht, aus Zellkulturen 
viele individuelle, aber identische Sphäroide zu generieren. Die kultivierten A2058-
Sphäroide erfüllten diese Kriterien.  
Im Fall der MEL-JUSO-Zellen war anhand der aufgenommenen Bilder recht klar zu 
erkennen, dass es sich um Zellaggregate, aber nicht um Sphäroide handelte. Die 
Aggregate zeigten keine klar definierte Struktur, die Ränder des Zellverbandes waren 
verschwommen und es bildete sich kein Abschluss zum umgebenden Medium.  
Bei den Aggregaten, die sich aus MeWo-Zellen bildeten, war nach zehn Tagen ein 
klarer Abschluss zum umliegenden Medium zu erkennen. Jedoch handelte es sich 
nicht um uniforme Aggregate. Jeder Zellverband hatte eine andere Struktur, die nur 
selten einer Kugel ähnelte. Damit erfüllte auch diese Zelllinie die Kriterien für Sphä-
roide nicht. Offner et al. gelang es mit Hilfe der liquid-overlay-Technik, Sphäroide aus 
MeWo-Zellen zu generieren. Hierbei handelte es sich jedoch um eine Ko-Kultivierung 
[129]. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Varianten der liquid 
overlay-Technik geprüft, doch gelang auch damit eine Sphäroidkultivierung mit MEL-
JUSO und MeWo-Zellen nicht. 
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Die mit Hilfe der Methylzellulosemethode generierten A375-Aggregate erfüllten die 
Voraussetzung der Uniformität. Auch eine Abgrenzung zum umgebenden Medium war 
klar zu erkennen. Hirschhäuser et al. beschrieben aber einen weiteren Typus von 
Aggregaten, welche zwar eine sphärische Geometrie aufweisen, aber den Zell-Zell- 
oder Zell-Matrix-Kontakt nicht benötigen. Diese Aggregate können nicht manipuliert 
oder verlagert werden, ohne dass sich Zellen aus dem Verband lösen [128]. Wurden 
A375-Aggregate mit der Pipette aufgenommen, kam es zu einer sofortigen 
Deaggregation, d.h. eine Verlagerung der Aggregate war nicht möglich. Auch in 
diesem Fall konnten die Aggregate nicht als Sphäroide angesehen werden. Cheng et 
al. nutzten A375-Zellen bereits 1991 und konnten mit der liquid overlay-Technik mit 
Agarosebeschichtung Sphäroide generieren, die einen Maximaldurchmesser von ca. 
1000 µm erreichten [130]. In der vorliegenden Arbeit gelang es mit A375-Zellen, 
Sphäroide mit Hilfe der liquid overlay-Technik auf Agarose gelöst in DMEM-Medium zu 
generieren. Die Sphäroide erreichten einen maximalen Durchmesser von 350 µm und 
zerfielen bereits nach fünf Tagen wieder. Andere Veröffentlichungen nutzten A375-
Zellen und erreichten auch mit der Methylzellulosemethode ein Sphäroidwachstum 
[90].  
Eine mögliche Theorie über die Bildung von Sphäroiden besagt, dass nur Tumor-
stammzellen Sphäroide ausbilden können [131]. Diese Tumorstammzellen zeichnen 
sich dadurch aus, dass sie tumorigen sind, sich selbst erneuern und unterschiedliche 
Differenzierungsstadien der Tumorzellen generieren können. Die Identifizierung erfolgt 
durch Selektion von Oberflächenmarkern, die von primitiven Stammzellen der Hämato-
poese bekannt sind. Typische Oberflächenproteine, welche auch als Tumor-
stammzellmarker bezeichnet werden, sind bei Melanomen CD20 (cluster of 
differentiation) [132], CD271 [133] und ABCB5 (ATP binding cassette Protein der Sub-
familie B5) [134]. Insbesondere die Genexpression von CD20 scheint für die Aus-
bildung von Sphäroiden wichtig zu sein [132]. Untersuchungen, inwiefern diese Marker 
in den hier untersuchten Zelllinien exprimiert und synthetisiert werden, waren jedoch 
nicht Gegenstand dieser Arbeit. 
4.2.2 A2058-Sphäroide als Modell für die intrinsische Hypoxie 
Erreichen die Sphäroide eine bestimmte Größe, so werden die inneren Zellen durch 
Diffusion nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff versorgt. Dann exprimieren die Zellen 
verstärkt VEGF [135, 136]. Bei VEGF handelt es sich um einen Wachstumsfaktor, der 
eine wichtige Rolle bei der Gefäßneubildung spielt. Unter Sauerstoffmangel wird seine 
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Genexpression durch HIF-1α erhöht. Um die Zellen mit Nährstoffen und Sauerstoff 
versorgen zu können, kommt es zur Angiogenese [137].  
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte bei den A2058-Sphäroiden gezeigt werden, 
dass sich mit steigendem Durchmesser und steigender Kultivierungszeit die Gen-
expression des VEGF-Gens verstärkt. Dies war ein Beleg für die schlechtere Ver-
sorgung im Inneren des Sphäroids und für die Ausbildung hypoxischer Bereiche. 
Insgesamt erreichten die A2058-Sphäroide nach 20 Tagen eine Maximalgröße von ca. 
560 µm. Die Größe wurde für einige Tage beibehalten, bevor der Zerfall der Sphäroide 
einsetzte. Versuche, die Größe der Sphäroide durch tägliches Wechseln des Mediums 
zu erhöhen, schlugen fehl. Man spricht in solchen Fällen vom kritischen Durchmesser, 
den ein Sphäroid einer bestimmten Zelllinie maximal erreichen kann [103]. Der Durch-
messer der A2058-Sphäroide war relativ klein, denn es können Sphäroide mit einem 
maximalen Durchmesser von ca. 1000 µm kultiviert werden [138]. Andere Autoren 
zeigten, dass sich bei den Sphäroiden der Prostatakrebszelllinie DU-145 sowie der 
Zervixkarzinomzelllinie KB-3-1 und der Gliomzelllinie Gli36 trotz eines maximalen 
Durchmessers von ca. 500 µm hypoxische und anoxische Bereiche ausbildeten [139]. 
Wartenberg et al. zeigten, dass es mit steigendem Sphäroiddurchmesser zu einer 
Zunahme der Laktatkonzentration bei gleichzeitiger Verringerung des Pyruvatgehaltes 
kam. Die Arbeitsgruppe setzte diese Ergebnisse am Sphäroid mit der steigenden 
Hypoxie in avaskulär wachsendem Gewebe gleich [139].  
 
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode der [18F]FMISO-Aufnahme eignete 
sich auf den ersten Blick nur bedingt für die Aussage, ob sich im Inneren des 
Sphäroids hypoxische und nekrotische Bereiche ausbildeten. Es kam zu einer 
Zunahme der Radiotraceraufnahme, wenn die Sphäroide einen Durchmesser von ca. 
420 µm erreichten. Allerdings waren die Aufnahmen des Radiotracers über den 
gesamten Untersuchungszeitraum sehr gering und lagen in einem Bereich von kleiner 
0,4% ID. Mit weiter steigendem Durchmesser auf ca. 510 µm (18 Tage) erhöhte sich 
die Aufnahme des Radiotracers nicht, sondern blieb im gleichen Bereich wie Sphäroide 
mit einem Durchmesser von ca. 420 µm (11 Tage). Der „Sprung“ bei der [18F]FMISO-
Aufnahme von Sphäroiden der Größe von ca. 250 µm (vier Tage) zu ca. 420 µm (11 
Tage) konnte auf die Ausbildung hypoxischer Bereiche und eines nekrotischen 
Zentrums zurückgeführt werden. Bei kleineren Sphäroiden war die Aufnahme von 
[18F]FMISO nicht das Ergebnis hypoxischer Zellen, sondern der Diffusion und der 
unspezifischen Bindung. Erst wenn sich die verschiedenen Bereiche des Sphäroids 
ausgebildet hatten, kam es zu einer Zunahme der Akkumulation. Dies war am 11. Tag 
der Beobachtung gut sichtbar. Verantwortlich dafür waren die dormanten Zellen, die 
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sich zwischen den vitalen äußeren Zellen und dem sich ausgebildeten nekrotischen 
Kern befanden. Dafür sprach auch, dass trotz weiterer Zunahme des Durchmessers 
kein weiterer Anstieg der Radiotraceraufnahme erfolgte. Mit steigendem Durchmesser 
vergrößerte sich das nekrotische Zentrum. In diesem Bereich fand aber durch die 
fehlende Reduktaseaktivität kein trapping des Radiotracers statt und die 
Radiotracerakkumulation blieb somit konstant. Der Bindungsnachweis von Pimonidazol 
an Sphäroidschnitten zeigte, dass es sowohl zur Ausbildung hypoxischer Bereiche als 
auch eines nekrotischen Zentrums kam. Insofern spiegelte die immunhistochemische 
Färbung von Pimonidazol an der Sphäroidschnitten gut die Ergebnisse der 
Radiotraceraufnahme wieder. Dies belegt, dass A2058-Sphäroide als Modell für 
Untersuchungen zur intrinsischen Hypoxie geeignet sind.  
 
Auch bei dem Sphäroidmodell wurde zur Charakterisierung eine Aufnahme des Radio-
tracers [18F]FDG durchgeführt. Dabei ergab sich mit steigendem Durchmesser und 
Kultivierungsdauer eine Zunahme der Radiotraceraufnahme auch innerhalb der Zeit-
spanne zwischen 11 und 18 Tagen. Eine Ursache für dieses Verhalten war die Anzahl 
der vitalen Zellen in der Peripherie des Sphäroids. Je größer ein Sphäroid war, desto 
mehr Zellen befanden sich auf der Oberfläche des Sphäroids, was zu einer Erhöhung 
der Glukoseaufnahme führte [140]. Rodriguez-Enriquez et al. zeigten zudem in 
ausführlichen Studien an HeLa-Sphäroiden (Zervixkarzinom), dass sich die Ursachen 
für die Glukoseaufnahme mit steigendem Durchmesser veränderten. Zu Beginn wurde 
die Glukoseaufnahme auf den hohen ATP-Bedarf für verschiedene Prozesse wie die 
Proliferation, die Genaktivierung und die Biosynthese von Makromolekülen zurück-
geführt. Bei Sphäroiden mit einem nekrotischen Kern dagegen sank der ATP-Gehalt, 
gleichzeitig stieg die Cyclooxygenase-Genexpression und -Aktivität, sowie die oxidative 
Phosphorylierung. Dies führte zu einem Anstieg des glykolytischen Flux`. Bei diesen 
Untersuchungen wurden die Aufnahmen des Radiotracers direkt auf den Proteingehalt 
bezogen [138]. Dies war in der vorliegenden Arbeit nicht möglich, da eine Protein-
bestimmung der einzelnen Sphäroide nach der [18F]FDG-Aufnahme aus methodischen 
Gründen nicht erfolgen konnte.  
 
Die separat durchgeführte Proteinbestimmung verschieden alter Sphäroide zeigte, 
dass es keinen linearen Zusammenhang zwischen dem Durchmesser eines Sphäroids 
und dem Proteingehalt gab. Besonders beim Vergleich von 11 und 18 Tage alten 
Sphäroiden fiel auf, dass der Durchmesser nur noch in geringem Maße stieg, während 
der Proteingehalt überproportional zunahm. Dieser Effekt war mit Hilfe der HE-Färbung 
erklärbar. In der Abbildung 29 sind die HE-Färbungen von 11 und 18 Tage alten 
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Sphäroiden zu sehen. Obwohl beide Schnitte im selben Färbebad und im selben Lauf 
gefärbt wurden, erkannte man starke Unterschiede in der Farbintensität. So waren die 
18 Tage alten Schnitte deutlich intensiver gefärbt als Schnitte von 11 Tage alten 
Sphäroiden. Bei genauerer Betrachtung zeigte sich, dass dies durch die weitaus 
höhere Kernzahl in 18 Tage alten Sphäroiden verursacht wurde. So befanden sich 
nicht nur in der Peripherie deutlich mehr Kerne (und dadurch Zellen), sondern auch im 
Inneren des Sphäroids. Man konnte erkennen, dass die Zellen in 18 Tage alten 
Sphäroiden wesentlich enger „gepackt“ waren als in 11 Tage alten Sphäroiden. Dies 
erklärt den höheren Proteingehalt bei fast gleichbleibendem Durchmesser in älteren 
Sphäroiden.  
 
Zusammenfassend zeigte sich, dass die A2058-Sphäroide als Modell für weiter-
führende Untersuchungen zum Einfluss reduzierter Sauerstoffkonzentrationen auf die 
Genexpression und Proteinsynthese von Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden ge-
eignet waren.  
4.3 Vorkommen von EphrinA1, EphrinB2, EphA2 und EphB4 bei 
den Melanomzelllinien 
Der Nachweis der Genexpression von EphrinA1, EphrinB2, EphA2 und EphB4 gelang 
mit Hilfe der quantitativen RT-PCR bei allen vier Zelllinien. In den metastatischen Zell-
linien A375 und A2058 wurde das EphrinA1-, EphrinB2- und EphA2-Gen stärker 
exprimiert als in der prämetastatischen Zelllinie MEL-JUSO. Während bei den Ligan-
den die Unterschiede sehr groß waren, zeigte sich der EphA2-mRNA-Gehalt in A2058-
Zellen nur geringfügig höher als in den Mel-JUSO-Zellen. Bei dem EphB4-Rezeptor 
wurde keine Abhängigkeit der Genexpression vom metastatischen Potential der Zell-
linien festgestellt. Die stärkste Genexpression fand sich in A375-Zellen, gefolgt von 
MEL-JUSO-Zellen. Einzig die metastasierende Zelllinie MeWo ließ sich nicht in das 
Schema prämetastatisch-metastatisch einordnen. Bei allen untersuchten Rezeptoren 
und Liganden lag die Genexpression unter der der prämetastatischen Zelllinie MEL-
JUSO. Obwohl die Zelllinie aus einer Lymphknotenmetastase gewonnen wurde, 
können durch die Kultivierung als Zelllinie metastatische Eigenschaften verloren 
gegangen sein. Dies wäre eine Erklärung, weshalb die MeWo-Zellen ein ähnliches 
Genexpressionsmuster wie die MEL-JUSO-Zellen aufweisen und sich so stark von den 
metastatischen Zelllinien A375 und A2058 unterscheiden.  
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Der Nachweis der Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden auf Proteinebene gestaltete 
sich schwierig. So gelang es nur für den EphA2-Rezeptor, ein Verfahren zum Nach-
weis des Proteins mit Hilfe von Western Blot-Analysen zu etablieren. Dabei wurden die 
Ergebnisse der quantitativen RT-PCR bestätigt. Die Zelllinie A375 wies den höchsten 
Proteingehalt auf, gefolgt von A2058-Zellen. Der geringste Proteingehalt fand sich in 
Mel-JUSO- und MeWo-Zellen. Unterschiede zwischen diesen beiden Zelllinien fanden 
sich nicht. Der Nachweis des EphB4-Rezeptors gelang nur bei den Zelllinien MEL-
JUSO, A375 und A2058, wobei keine Unterschiede in der Signalintensität festgestellt 
wurden. Trotz der Verwendung großer Mengen von Gesamtzelllysat gelang der Nach-
weis des EphB4-Proteins in MeWo-Zellen nicht. Der Nachweis der Liganden EphrinA1 
und EphrinB2 gelang mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens gar nicht. Trotz der Ver-
wendung verschiedener Antikörper konnte kein Protokoll etabliert werden. Aus diesem 
Grund wurde nach anderen Möglichkeiten gesucht, um einen Nachweis auf Protein-
ebene zu ermöglichen.  
In der Literatur hat sich neben der o.g. Western Blot-Analyse der Nachweis von Pro-
teinen mittels Durchflusszytometrie etabliert. So verwendeten Yang et al. die Durch-
flusszytometrie zum Nachweis verschiedener Eph-Rezeptoren (u.a. EphB4) und 
Ephrin-Liganden (u.a. EphrinB2) in Melanomzellen [49]. Auch in der vorliegenden Ar-
beit wurde diese Methode angewandt. Allerdings traten dabei Schwierigkeiten bei der 
Auswertung der Ergebnisse auf. Zwischen den einzelnen Versuchstagen gab es 
bereits große Schwankungen bei den Kontrollzellen. So verringerte sich das Fluores-
zenzsignal mit steigender Inkubationsdauer. Die Vermutung war, dass es einen 
Zusammenhang zwischen der Konfluenz der Zellen als Folge des intensiveren Zell-
Zell-Kontaktes und dem Fluoreszenzsignal gab. Eine Überprüfung dieser These mit 
A375-Zellen zeigte, dass mit der Zunahme der Konfluenz der Zellen eine Verringerung 
des Fluoreszenzsignals einherging. So kam es bei dem Rezeptor EphA2 zu einer Ver-
ringerung des Signals um ca. 50%, wenn die Konfluenz 95% anstatt 35% betrug. Für 
die Gesamtauswertung hatte dieser Aspekt zur Folge, dass die Auswertung immer nur 
für die einzelnen Tage erfolgen konnte und ein Vergleich der Rezeptor- und Ligand-
synthese zwischen den einzelnen Zelllinien nicht möglich war. Der direkte Vergleich 
der normoxischen und hypoxischen Zellen an einem Versuchstag war möglich, da die 
Wachstumskurven mit Ausnahme der A375-Zellen zeigten, dass keine Unterschiede in 
der Zellzahl (und damit bei der Zelldichte) durch die Inkubation unter experimenteller 
Hypoxie auftraten (Abbildung 11).  
Im Western Blot-Verfahren mit anschließender Immundetektion konnte jedoch kein 
Einfluss der Zelldichte auf die EphA2-Rezeptorsynthese nachgewiesen werden. Hier 
zeigten sich keine Veränderungen bei der Rezeptorproteinsynthese in Abhängigkeit 
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von der Zelldichte. Auch in der Literatur gibt es keine Daten über einen Zusammen-
hang zwischen der Zelldichte und der EphA2-Rezeptorsynthese. Allerdings zeigten 
Fang et al., dass die Zelldichte einen Einfluss auf die Phosphorylierung des EphA2-
Rezeptors ausübte. So konnte mit steigender Zelldichte eine Erhöhung der 
Rezeptorphosphorylierung beobachtet werden [141]. Aus diesem Grund eignete sich 
die durchflusszytometrische Analyse nur bedingt für Aussagen zur Proteinsynthese der 
Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden. In jedem Fall musste darauf geachtet werden, 
das Proben, die bei diesem Verfahren miteinander verglichen wurden, die gleiche Zell-
konfluenz besaßen.  
 
Zusammenfassend zeigte sich, dass auf mRNA-Ebene ein eindeutiger Nachweis der 
untersuchten Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden möglich war. Auf Proteinebene 
gelang der Nachweis der Liganden und Rezeptoren mittels durchflusszytometrischer 
Analyse. Eine Anwendung der Western Blot-Analyse zum Proteinnachweis war nur bei 
den Rezeptoren möglich. Diese Resultate bildeten nun die Voraussetzung für die 
weiterführenden Untersuchungen zum Einfluss der Hypoxie auf Genexpression und 
Proteinsynthese von EphrinA1, EphrinB2, EphA2 und EphB4.  
4.4 Einfluss der Hypoxie auf die Eph-Rezeptoren und die Ephrin-
Liganden  
4.4.1 Der Ligand EphrinA1 
Auch der Ligand des EphA2-Rezeptors EphrinA1 spielt eine wichtige Rolle bei der 
Tumorprogression von Melanomen. Ein steigender Tumorgrad geht mit einer Erhöhung 
der EphrinA1-Genexpression einher [51, 69]. Mit Hilfe von cDNA-Microarrayanalysen 
konnte gezeigt werden, dass ein direkter Zusammenhang zwischen dem Nekrosegrad 
in Glioblastomen und der Genexpression von EphrinA1 bestand [142]. EphrinA1 spielt 
ebenso eine wichtige Rolle beim Wachstum von Sphäroiden. So erhöhte sich die Ver-
dopplungszeit von HT29-Zellen durch den Einsatz von EphrinA1-Antisensekonstrukten. 
Dies war nur der Fall, wenn die Zellen als Sphäroide und nicht als Monolayerkulturen 
kultiviert wurden [143]. Die Ursache für die verringerte Zellteilungsrate durch EphrinA1-
Antisensekonstrukte ist die gehemmte EphA2-Phosphorylierung. Dadurch kann die 
Zell-Zell-Kontaktinhibierung über E-Cadherin und β-Catenin erfolgen, welche 
normalerweise durch die Phosphorylierung des EphA2 unterbunden wird. Als 
Konsequenz verringerte sich das Zellwachstum. Dieser Effekt konnte jedoch nicht an 
Monolayerzellen beobachtet werden, da er sich nur einstellt, wenn die maximale Nähe 
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der Zellen gewährleistet ist [143]. Im intrinsischen Modell stieg das EphrinA1-mRNA-
Expressionsniveau im zeitlichen Verlauf kontinuierlich an und nach 18 Tagen ergab 
sich ein signifikanter Unterschied zu den Monolayerzellen. Dies wurde auch schon von 
Ghosh et al. an NA8-Zellen (Melanom) beobachtet [144, 145]. Potla et al. zeigten, dass 
die Aktivierung von EphA2 durch EphrinA1 die E-Cadherin-vermittelte Kontakt-
inhibierung in Tumorzellen erleichterte [143].  
Bei der Untersuchung an Monolayerzellen fanden sich in allen vier Zelllinien keine Ab-
hängigkeiten der Genexpression von der Inkubation unter Hypoxie. Allerdings konnten 
Vihanto et al. mit ihrem Segmenthauthypoxiemodell eine 5-fache Erhöhung der Gen-
expression nach 24 Stunden Hypoxie zeigen [56]. Truog et al. dagegen zeigten, dass 
die Genexpression des Liganden unter Hypoxie herunterreguliert wurde. Untersucht 
wurde in diesem Fall der Einfluss chronischer Hypoxie auf die postnatale Lungen-
neugestaltung in Ratten [55]. Allerdings führten Truog et al. keine ausführlichen Unter-
suchungen zum Einfluss von Hypoxie auf die EphrinA1-Proteinsynthese durch, denn in 
Microarrayanalysen wurde eine Vielzahl von Genen untersucht. Unerwartet wurde 
durch die Hypoxie eine negative Regulation von HIF-2α festgestellt [55]. Die Ursache 
war vermutlich die Beeinflussung von Genen unter Hypoxie, die HIF regulieren [146]. 
Auch andere Arbeiten zeigten, dass HIF-2α ein Regulator der EphrinA1-Protein-
synthese war. So konnten Yamashita et al. an B16-F10-Tumoren feststellen, dass 
gleichzeitig mit der Verringerung der HIF-2α-Genexpression eine Verringerung der 
EphrinA1-Genexpression zu beobachten war, während andere Mitglieder der Eph-
Ephrin-Familie (u.a. auch EphrinB2) und VEGF nicht beeinflusst wurden [147]. Alle 
Untersuchungen haben gemein, dass sie in Tiermodellen stattfanden. Obwohl die 
Ergebnisse nicht konform sind, wurden Effekte nach der hypoxischen Behandlung beo-
bachtet. Die Untersuchung des Liganden auf Proteinebene konnte in der vorliegenden 
Arbeit nur mit der durchflusszytometrischen Analyse durchgeführt werden. Dabei 
ergaben sich in keinem Fall signifikante Veränderungen während der Kultivierung der 
Zellen unter experimenteller Hypoxie. Die Proteindaten von A2058-Sphäroiden mittels 
Western Blot-Analyse und anschließender Immundetektion sind aus oben genannten 
Gründen nicht vorhanden. Für das Sphäroidmodell eignete sich jedoch die durchfluss-
zytometrische Analyse nicht, da es sehr schwierig ist, Sphäroide zu deaggregieren, 
ohne die Zellen zu schädigen. Es sind sehr harsche Bedingungen zur Deaggregation 
notwendig (Inkubationsdauer mit Trypsin/EDTA von mindestens 10-15 Minuten), 
wodurch besonders eine Schädigung der äußeren Zellen des Sphäroids auftreten 
würde. Daher wäre eine Verwertbarkeit der Ergebnisse der durchflusszytometrischen 
Analyse fraglich. Eventuell ist die Zunahme der EphrinA1-Genexpression mit 
steigender Sphäroidkultivierungsdauer das Ergebnis des sich entwickelnden 
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nekrotischen Zentrums und weniger das Ergebnis des hypoxischen Gradienten. So 
konnten Raza et al. in Glioblastomen eine Zunahme der EphrinA1-Genexpression mit 
Zunahme von nekrotischen Bereichen beobachten [142]. Zum Nachweis dieser These 
wären jedoch weiterführende Untersuchungen in Form von immunhistochemischen 
Analysen an Sphäroidschnitten notwendig gewesen. Auch dies war angesichts des 
geringen EphrinA1-Gehaltes in A2058-Sphäroiden nicht möglich. 
4.4.2 Der Ligand EphrinB2 
Bei der Untersuchung des Liganden EphrinB2 waren bereits nach 4-tägiger Kul-
tivierung der Zellen als Sphäroide große Unterschiede zur Ligandgenexpression in 
Monolayerzellen festzustellen. Dabei kam es mit fortschreitender Sphäroidkultivierung 
zu einem Abfall des EphrinB2-Niveaus. Der Unterschied war besonders zwischen vier 
und 11 Tage alten Sphäroiden sehr groß. Dieser starke Abfall des EphrinB2-mRNA-
Gehaltes könnte als ein Effekt des sich entwickelnden hypoxischen Gradienten ge-
wertet werden. Zur genaueren Beurteilung wären hier jedoch noch immunhisto-
chemische Analysen des Liganden an Sphäroidschnitten notwendig. Auf Grund des 
geringen EphrinB2-Gehaltes in den A2058-Zellen konnte diese Methode jedoch nicht 
angewandt werden.  
Bei dem extrinsischen Hypoxiemodell konnte auf mRNA-Ebene bei den A375- und 
A2058-Zellen eine nicht signifikante Hochregulierung nach 24 Stunden Hypoxie detek-
tiert werden. Die Genexpression bei den MEL-JUSO- und MeWo-Zellen wurde nicht 
beeinflusst. Eine Detektion des EphrinB2-Proteins war mittels Western Blot-Analyse 
nicht möglich. Hier kam erneut das Verfahren der Durchflusszytometrie zur Anwen-
dung. Mittels dieser Analyse wurden jedoch keine signifikanten Änderungen als Folge 
der Inkubation unter Hypoxie beobachtet. 
In der Literatur sind die Erkenntnisse zum Einfluss der Hypoxie auf den EphrinB2-
Liganden mittlerweile widersprüchlich. Auch hier zeigten Vihanto et al. an ihrem 
Mausmodell eine Aufregulierung des Liganden [56]. Sohl et al. untersuchten 2010 die 
Genexpression des Liganden in arteriellen Mausendothelzellen. Dazu wurde die Gen-
expression des Liganden nach der Inkubation mit verschiedenen Sauerstoffgehalten 
(1%, 3% und 5%) untersucht. In allen drei Fällen kam es zu einer Erhöhung des 
EphrinB2-Gehaltes um das 3,5-fache im Vergleich zur Normoxie. Dabei wurden jedoch 
keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Sauerstoffgehalten beobachtet [148]. 
Claxton und Fruttiger dagegen zeigten in ihrer Arbeit eine negative Regulierung der 
EphrinB2-Proteinsynthese. Die Untersuchungen fanden an neugeborenen Mäusen 
statt, die einem Sauerstoffgehalt von 10% ausgesetzt waren. Als Untersuchungsobjekt 
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diente die arterielle Differenzierung in sich bildenden retinalen Blutgefäßen. Die 
Ursache für die Verringerung der EphrinB2-Genexpression war diesem Fall die Ver-
ringerung der Genexpression des Notch-Liganden Delta-like 4, der das EphrinB2-Gen 
induziert [57].  
4.4.3 Der Rezeptor EphA2 
Bereits 1995 konnten Easty et al. einen Zusammenhang zwischen dem metastatischen 
Phänotyp und der Genexpression des EphA2-Rezeptors beim Melanom zeigen [59]. 
Margaryan et al. zeigten schließlich 2009, dass sich auch das Metastasierungspotential 
durch die verstärkte EphA2-Genexpression erhöht [54]. Im Jahr 2005 wiesen Vihanto 
et al. nach, dass unter Hypoxie die Hochregulierung der Genexpression bzw. Protein-
synthese des EphA2-Rezeptors stattfand. Verwendet wurde dazu ein Segmenthaut-
hypoxiemodell an Mäusen. So wurde eine 8-fache Steigerung des EphA2-mRNA-
Expressionsniveaus nach 24-stündiger Hypoxie gezeigt, während es bei der Protein-
synthese zu einer 2,5-fachen Erhöhung kam [56]. Als Regulator für die Genexpression 
von EphA2 und EphrinA1 wurde in dieser Arbeitsgruppe HIF-1α diskutiert, wobei von 
einem synergistischen Agieren mit VEGF/VEGF-Rezeptoren ausgegangen wurde. Im 
Laufe des Untersuchungszeitraumes dieser Arbeit zeigten auch andere Veröffent-
lichungen einen Einfluss der Hypoxie auf die Genexpression von EphA2. So führten 
Cercone et al. Versuche an Rattenlungen mit hypoxischen Infekten durch. Dabei wurde 
mit Hilfe von Viren ein Infekt herbeigeführt, durch den es zu einer Wasseransammlung 
in der Lunge und somit zu hypoxischen Stress kam. Anschließend wurde eine 
Erhöhung des mRNA-Niveaus von EphA2 detektiert. Außer EphA4, wo ebenfalls eine 
signifikante Erhöhung beobachtet wurde, zeigten andere Eph-Rezeptoren der Klasse A 
keine Reaktion auf den hypoxischen Infekt. Auch auf Proteinebene wurde mit Western 
Blot-Analysen und immunhistochemischen Analysen eine Verstärkung der EphA2-
Proteinsynthese festgestellt [149]. Als Regulator der EphA2-Proteinsynthese wurde 
VEGF in dieser Veröffentlichung ausgeschlossen, während es aber mit Hilfe von 
VEGF-Antagonisten möglich war, die EphrinA1-Genexpression negativ zu beeinflussen 
[149]. 
In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl das intrinsische Hypoxiemodell in Form von 
Sphäroiden als auch das extrinsische Hypoxiemodell an Monolayerzellen untersucht. 
Dabei wurden keine signifikanten Änderungen der EphA2-Genexpression in Abhängig-
keit von Kultivierungsdauer und Sphäroiddurchmesser auf mRNA-Ebene festgestellt. 
Auch bei dem extrinsischen Hypoxiemodell traten unabhängig von den untersuchten 
Zelllinien im zeitlichen Verlauf von 24 Stunden keine signifikanten Veränderungen des 
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EphA2-mRNA-Niveaus auf. Auf Proteinebene konnte sowohl am Sphäroidmodell als 
auch am extrinsischen Hypoxiemodell keine Änderungen des EphA2-Gehaltes detek-
tiert werden. Dies war unabhängig von der Kultivierungsdauer und der Zelllinie und 
wurde sowohl mittels Western Blot-Analyse als auch mittels durchflusszytometrischer 
Analyse gezeigt. Zusätzlich wurden an A2058-Sphäroidschnitten immunhisto-
chemische Analysen des Rezeptors durchgeführt. Dabei fanden sich geringe Unter-
schiede bei der Verteilung des Rezeptors im Sphäroid. In der Peripherie des Sphäroids 
war die Farbintensität und somit die Anzahl der Rezeptoren höher als im Inneren. Auch 
hier konnte als Erklärung die HE-Färbung herangezogen werden. Die Unterschiede bei 
der Änderung der Farbintensität der Rezeptorverteilung war nicht das Ergebnis des 
Sauerstoffgradienten, sondern der Zelldichte.  
Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Untersuchung des EphA2-Rezeptors ist die 
Phosphorylierung der Tyrosinkinase am Rezeptor. Dies ist für die Signalweiterleitung 
notwendig. Da keine Änderungen bei der Proteinsynthese durch die Hypoxie fest-
gestellt werden konnte, wurde in der Folge untersucht, ob es zu Änderungen bei der 
Phosphorylierung des Rezeptors kam. Dazu wurde das Verfahren der Immun-
präzipitation angewandt, um sowohl eine Anreicherung des EphA2-Rezeptors als auch 
einen spezifischen Nachweis der Phosphorylierung des Rezeptors zu gewährleisten. 
Aber auch in diesem Fall wurden keine spezifischen Änderungen bei den A375-Zellen 
beobachtet. In mehreren unabhängigen Experimenten wurde festgestellt, dass die 
Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen keine Verstärkung oder Verringerung der 
Phosphorylierung des Rezeptors zur Folge hatte. Insofern ist ein Einfluss der Hypoxie 
auf weiterführende Signalkaskaden ausgehend von einem phosphorylierten EphA2-
Rezeptor unwahrscheinlich. 
4.4.4 Der Rezeptor EphB4 
Bei der Untersuchung zum Einfluss der Hypoxie auf die Genexpression des EphB4-
Rezeptors konnte am intrinsischen Sphäroidmodell eine Veränderung der Gen-
expression mit steigender Kultivierungsdauer festgestellt werden. So konnte bereits in 
vier Tage alten Sphäroiden eine signifikante Erhöhung der EphB4-Genexpression 
detektiert werden. Allerdings zeigten sich im Kultivierungszeitraum der Sphäroide keine 
weiteren Veränderungen der Genexpression. Dies deutet jedoch nicht auf einen Ein-
fluss der Ausbildung eines hypoxischen Gradienten hin, denn die Radiotracer-
aufnahmen mit [18F]FMISO zeigten erst in 11 Tage alten Sphäroiden die Ausbildung 
hypoxischer Bereiche. Aus der Literatur ist bekannt, dass der EphB4-Rezeptor eine 
wichtige Rolle bei der Entwicklung des Gefäßsystems spielt [75]. Die Sphäroide sind 
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durch ihren kompakten Aufbau und den intensiven Zell-Zell-Kontakt eher mit Mikro-
tumoren als mit Monolayerzellkulturen vergleichbar. Aus diesem Grund ist es nicht 
verwunderlich, dass die EphB4-Genexpression im Sphäroidmodell einen höheren 
Gehalt aufwies. Die Ergebnisse der Western Blot-Analyse spiegelten die der 
qualitativen Echtzeit-RT-PCR jedoch nicht wieder. Es fanden sich keine Unterschiede 
zwischen Monolayerzellen und A2058-Sphäroiden. Insgesamt gestaltete sich die 
Detektion des EphB4-Rezeptors trotz des Einsatzes großer Gesamtproteinmengen 
schwierig und erfolgte nahezu an der Nachweisgrenze. Der Nachweis des Rezeptors 
an A2058-Sphäroidschnitten gelang auf Grund des geringen EphB4-Gehaltes ebenfalls 
nicht. Mit dieser Methode wäre ein Nachweis für die eventuell verstärkte Synthese des 
Rezeptors durch den hypoxischen Gradienten möglich gewesen. Beim extrinsischen 
Hypoxiemodell wurden auf mRNA-Ebene keine Änderungen beobachtet. Bei der 
Western Blot-Analyse zeigte sich mit steigender Inkubationsdauer eine Erhöhung des 
Proteingehaltes. Diese war jedoch unabhängig von der hypoxischen Inkubation und 
trat auch bei den normoxischen Kontrollzellen auf. Eine mögliche Erklärung wäre die 
zunehmende Zelldichte. Da die Versuche in einem Zeitraum von 24 bis 72 Stunden 
stattfanden, wurden die Zellen so ausgesät, dass erst nach 72 Stunden eine 100%ige 
Konfluenz der Zellen erreicht wurde. Insgesamt war der spezifische Nachweis jedoch 
sehr schwierig und im Fall der Mel-JUSO-Zellen auch nicht reproduzierbar, so dass 
allgemeingültige Aussagen auf dieser Grundlage nicht einfach zu treffen waren. Mittels 
durchflusszytometrischer Analyse konnte bei keiner Zelllinie eine signifikante Ver-
änderung des EphB4-Rezeptorgehaltes detektiert werden. 
Ähnlich kontroverse Ergebnisse wie beim EphrinB2-Liganden fanden sich in der Lite-
ratur auch bei der Untersuchung zum Einfluss der Hypoxie auf EphB4-Rezeptor. 
Vihanto et al. zeigten 2005 an ihrem Segmenthauthypoxiemodell der Maus eine Hoch-
regulierung sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene [56]. Dagegen untersuchten 
Avouac et al. 2011 die Genexpression und Proteinsynthese des Rezeptors in Haut-
abschnitten und dermalen Fibroblasten an Patienten mit systemischer Sklerose. Dabei 
konnten die Autoren EphB4 nachweisen, allerdings durch die hypoxischen 
Bedingungen keine Veränderung in der Genexpression oder Proteinsynthese fest-
stellen [150].  
4.4.5 Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass die Genexpression von 
EphrinA1, EphA2, EphrinB2 und EphB4 sowie die Proteinsynthese der Rezeptoren in 
den vier untersuchten Melanomzelllinien als Folge der extrinsischen Hypoxie nicht be-
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einflusst wurde. Die Untersuchung am intrinsischen Hypoxiemodell der A2058-
Sphäroide zeigte für die Rezeptoren EphA2 und EphB4 ähnliche Ergebnisse. So 
fanden sich keine signifikanten Änderungen bei der Genexpression und der Protein-
synthese als Folge der intrinsischen Hypoxie. Die Hinweise auf den Einfluss der 
intrinsischen Hypoxie auf die EphrinA1- und EphrinB2-Genexpression konnten auf 
Grund des geringen Gehaltes der Liganden auf Proteinebene jedoch nicht näher unter-
sucht werden. 
Insgesamt ordnen sich die Ergebnisse diese Arbeit gut in die bisherige Literatur ein. In 
den meisten Arbeiten, bei denen bisher ein Einfluss der Hypoxie auf die Expression 
und Proteinsynthese der Rezeptoren und Liganden nachgewiesen wurde, handelte es 
sich um Untersuchungen am Tiermodell [55-57, 149]. In allen Fällen kam es entweder 
zu einer Auf- oder Abregulierung der untersuchten Proteine und Gene. Nur zwei Unter-
suchungen fanden am Zellkulturmodell statt [148, 150]. Dabei konnte zwar an Maus-
endothelzellen eine Hochregulierung von EphrinB2 detektiert werden [148], nicht 
jedoch an humanen Fibroblasten [150]. Insofern scheinen sowohl das Unter-
suchungsmodell als auch die Spezies eine wichtige Rolle bei der Regulation der unter-
suchten Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden durch eine reduzierte Sauerstoff-
konzentration zu spielen.  
4.5 Einfluss der Bestrahlung auf den EphA2-Rezeptor 
Nachdem kein Einfluss der Hypoxie auf die Genexpression und Proteinsynthese von 
EphrinA1, EphA2, EphrinB2 und EphB4 festgestellt werden konnte, wurde im weiteren 
Verlauf der Arbeit untersucht, ob die Bestrahlung mit Röntgenstrahlen einen Einfluss 
auf die Rezeptorproteinsynthese ausübt. Ausgehend von den unterschiedlichen 
EphA2-Gehalten der verschiedenen Zelllinien sollte untersucht werden, inwiefern die 
Zellen auf die Bestrahlung mit einer Veränderung der Rezeptor-Genexpression und 
-Synthese reagieren und so z.B. eine Möglichkeit bieten, den Verlauf einer Strahlen-
therapie einzuschätzen. So zeigte Fokas in seiner Dissertation eine Erhöhung des 
EphA2- und EphrinA1-Gehaltes bei Lungentumorzellen nach der Bestrahlung, während 
in Endothelzellen keine Änderung detektiert wurde [151]. Zudem stellten Mosch et al. 
fest, dass durch die Bestrahlung der Zellen Veränderungen bei der EphA2-Protein-
synthese hervorgerufen wurden. So kam es bei den metastatischen Zelllinien A375 
und A2058 sieben Tage nach der Bestrahlung zu einer Verringerung der Rezeptor-
proteinsynthese. Dagegen zeigte die prämetastatische Zelllinie MEL-JUSO keine 
Reaktion auf die Bestrahlung [152]. In der vorliegenden Arbeit fanden die Unter-
suchungen zudem an Zellen statt, die vorher 72 Stunden unter Hypoxie inkubiert 
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wurden. Es ist bekannt, dass hypoxische Zellen weniger sensitiv auf die Bestrahlung 
reagieren als normoxische Zellen. Die Ursache ist u.a. die verringerte Radikalbildung 
durch den nicht vorhandenen Sauerstoff, was zur Schädigung der DNA führt.  
Da nur für den EphA2-Rezeptor ein etabliertes Verfahren zum Nachweis des Proteins 
mittels Western Blot-Verfahren etabliert werden konnte, wurde in diesem Versuch nur 
dieser Rezeptor näher untersucht. Auf Proteinebene wurde für den EphA2-Rezeptor 
sowohl die Immundetektion nach erfolgtem Western Blot-Verfahren als auch die durch-
flusszytometrische Analyse zur Auswertung genutzt. Obwohl auf mRNA-Ebene für den 
Rezeptor Unterschiede im Genexpressionsverhalten auch zwischen normoxischer und 
hypoxischer Vorbehandlung gezeigt wurden, bestätigte sich dieser Effekt nur bedingt 
auf der Proteinebene. So wurde bei der Western Blot-Detektion in A375-Zellen ein 
Abfall des Proteingehaltes nach der Bestrahlung beobachtet. Dieser setzte drei Tage 
nach der Bestrahlung ein und hielt bis zum siebten Tag an. Die Genexpressionsdaten 
zeigten 24 Stunden nach der Bestrahlung eine Zunahme des EphA2-mRNA-Gehaltes. 
Allerdings traten keine Unterschiede zwischen den Vorbehandlungen auf. In beiden 
Fällen kam es zu einer Verringerung der Rezeptorproteinsynthese. In MeWo-Zellen 
wurde ebenfalls eine Abnahme des EphA2-Proteingehaltes detektiert. Dieser war be-
reits am ersten Tag nach der Bestrahlung in den hypoxisch vorinkubierten Zellen zu 
erkennen. Drei Tage nach der Bestrahlung war sowohl in den normoxisch- als auch in 
den hypoxisch-vorbehandelten Zellen eine Verringerung zu beobachten, die in beiden 
Fällen ähnlich war. Sieben Tage nach der Bestrahlung wurden keine Unterschiede 
mehr zwischen den behandelten und unbehandelten Zellen detektiert.  
Die durchflusszytometrische Analyse ließ keine Aussage zur Proteinsynthese des 
Rezeptors nach der Bestrahlung zu. Wie bereits in Kapitel 4.2 beschrieben, wurden 
bei der Auswertung der Ergebnisse große Unterschiede bei den Kontrollzellen 
beobachtet. Die Ursache für diesen Effekt war die Zelldichte. Diese änderte sich bei 
den bestrahlten Zellen über den Untersuchungszeitraum nicht. Auch bei der EphA2-
Proteinsynthese traten nach der Bestrahlung keine Änderungen bei der Untersuchung 
mittels durchflusszytometrischer Analyse auf. So konnte nicht eindeutig festgestellt 
werden, ob das konstante Fluoreszenzsignal ein Ergebnis der Bestrahlung oder der 
Zelldichte war.  
Ausgehend von den Ergebnissen in dieser Arbeit eignet sich der EphA2-Rezeptor nur 
bedingt zur Einschätzung der Effektivität der Bestrahlung bei den untersuchten Zell-
linien. Zwei von vier Zelllinien zeigten Änderungen des EphA2-Gehaltes nach der Be-
strahlung, die sich jedoch in kein einheitliches Schema einordnen ließen. So war weder 
eine Abhängigkeit vom metastatischen Phänotyp noch vom Gesamt-EphA2-Gehalt zu 
erkennen. In weiterführenden Untersuchungen sollte der Einfluss der Bestrahlung auf 
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den Phosphorylierungsgrad intensiver untersucht werden. So konnten Mosch et al. 
bereits eine Verringerung der Phosphorylierung in Abhängigkeit der Bestrahlungsdosis 
feststellen [152].  
4.6 Metastasierungsverhalten der A375-EphA2-Zellen 
In der Literatur gab es zu Beginn dieser Arbeit erste Indizien, dass der EphA2-
Rezeptor in einem engen Zusammenhang mit dem Metastasierungsverhalten von 
Melanomzellen steht [54]. So erhöht sich das Metastasierungsrisiko mit Zunahme der 
EphA2-Genexpression und -Proteinsynthese. Ein wichtiger Einflussfaktor beim 
Metastasierungsverhalten von Tumorzellen stellt die Hypoxie in Tumoren dar. Die 
bisherigen Untersuchungen zum Einfluss der Hypoxie führten bei den untersuchten 
Melanomzellen nicht zu einer Veränderung der Genexpression bzw. Proteinsynthese 
des EphA2-Rezeptors. Ob eine Verstärkung der EphA2-Genexpression und 
-Proteinsynthese zu einem Schutz der Zellen führt und das Metastasierungsverhalten 
unter Hypoxie stärker beeinflusst, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht. Möglich 
war dies durch die Herstellung und Nutzung einer Zelllinie, die einen höheren EphA2-
Gehalt als die Ursprungszelllinie aufwies. 
 
Die Überprüfung der Transfektion erfolgte mittels quantitativer RT-PCR und Western 
Blot-Analyse. Dabei konnte bei den A375-EphA2-Zellen eine signifikante Erhöhung auf 
mRNA-Ebene detektiert werden. Auch die Western Blot-Analyse bestätigte die erfolg-
reiche Transfektion. Allerdings wurde mit den beiden Methoden auch bei den A375-
mock-Zellen eine Hochregulierung im Vergleich zu den A375-Zellen beobachtet. Diese 
fiel jedoch geringer aus als bei den A375-EphA2-Zellen. So wurde eine 3-fache 
Erhöhung der EphA2-mRNA-Expression bei den A375-mock-Zellen beobachtet, 
während bei den A375-EphA2-Zellen eine 23-fache Erhöhung detektiert wurde. Für die 
Hochregulierung des EphA2-Rezeptors in den A375-mock-Zellen kann der ungezielte 
Einbau des Plasmides durch die Transfektion verantwortlich sein. Mit der Methode der 
Elektroporation kann es zu einem ungezielten Einbau des Plasmides in das Genom 
kommen. Dadurch kann eine unbeabsichtigte Regulierung auftreten, die u.a. auch die 
Genexpression und die Proteinsynthese des EphA2-Rezeptors beeinflusst.  
 
Die Wachstumskurven der transfizierten Zellen zeigten im Vergleich zu den nicht-
transfizierten A375-Zellen einen ähnlichen Verlauf. Jedoch lag die Verdopplungszeit 
der A375-EphA2-Zelllinie mit fünf Stunden ca. 30% höher als bei den nicht-trans-
fizierten oder den A375-mock-Zellen. Unter hypoxischen Bedingungen stagnierte die 
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Zellzahl der nicht-transfizierten A375-Zellen zwischen 48 und 72 Stunden. Die trans-
fizierten A375-mock-Zellen dagegen wuchsen innerhalb dieses Zeitraumes zwar 
weiter, allerdings war das Wachstum unter Hypoxie langsamer als unter Normoxie. 
Einzig bei den A375-EphA2-Zellen waren keine Unterschiede zwischen normoxischen 
und hypoxischen Bedingungen zu finden. 
Zusätzlich wurden starke morphologische Veränderungen festgestellt. Die A375-
EphA2-Zellen wiesen eine stark vergrößerte und runde Gestalt auf, während A375- 
und A375-mock-Zellen klein und spindelförmig ausgebildet waren. Dieser Effekt wurde 
bereits an anderen Zelllinien beobachtet. So auch bei Lu et al., die die Ovarialtumor-
zelllinie A2780 mit einem EphA2-Plasmid transfizierten [153]. Die Ursache für diesen 
Effekt könnte eine verstärkte Phosphorylierung von Zytoskelettproteinen wie Rho-
GTPase oder PI3K sein, durch die Änderungen im Zytoskelett verursacht werden. 
Die Vitalität sank bei allen Zelllinien mit fortschreitender Inkubation unter experi-
menteller Hypoxie signifikant. Dabei traten keine Unterschiede zwischen den nicht-
transfizierten Zellen und den A375-mock-Zellen auf. In beiden Fällen betrug der 
Vitalitätsverlust 40%. Die A375-EphA2-Zellen reagierten in geringerem Ausmaß. Bei 
diesen Zellen war zwar ebenso ein signifikanter Abfall der Vitalität zu beobachten, al-
lerdings betrug die Verringerung im Vergleich zur Kontrolle nur 20%. Die Sauerstoff-
mangelsituation beeinflusste demnach die A375-EphA2-Zellen in ihren Stoffwechsel-
vorgängen geringer als die Kontrollzellen.  
Insgesamt betrachtet, gab es mit diesen ersten Ergebnissen Hinweise darauf, dass die 
verstärkte EphA2-Genexpression und -Proteinsynthese die Zellen positiv hinsichtlich 
der Vitalität und dem Wachstum unter Hypoxie beeinflusste.  
 
Invasion 
Mit Hilfe verschiedener Verfahren sollte die neue A375-EphA2-Zelllinie hinsichtlich ih-
res Metastasierungsverhaltens untersucht werden. Die ersten Schritte bei der Metas-
tasierung sind das Loslösen der Zellen vom Primärtumor und das anschließende Ein-
dringen in Nachbargewebe. Eine Möglichkeit, dieses Verhalten in vitro zu untersuchen, 
ist der Invasionstest. Dies geschah mit Hilfe von Matrigel, einer Substanz, die in ihrer 
Zusammensetzung der Basalmembranmatrix von Säugetieren ähnelt. Es sollte über-
prüft werden, inwiefern die Zellen in Matrigel eindringen und dieses durchwandern.  
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass das invasive Verhalten der trans-
fizierten Zellen signifikant sank. Ein Unterschied zwischen A375-mock-Zellen und 
A375-EphA2-Zellen wurde jedoch nicht beobachtet. Bei der Untersuchung des invasi-
ven Verhaltens unter Hypoxie wurde bei den nicht-transfizierten Zellen ein signifikanter 
Rückgang beobachtet. Bei den transfizierten Zellen trat dieser Effekt ebenfalls auf, war 
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aber deutlich geringer und im Fall der A375-mock-Zellen nicht signifikant. Allerdings 
traten in beiden Fällen (Normoxie und Hypoxie) nur geringe Unterschiede zwischen 
A375-mock- und A375-EphA2-Zellen auf. Da die A375-mock-Zellen generiert wurden, 
um die Wirkung der Transfektion zu berücksichtigen, könnten die beobachteten Effekte 
auf die Transfektion zurückzuführen sein. Zu erwarten gewesen wäre, dass sich 
zumindest unter normoxischen Bedingungen das invasive Verhalten erhöht. So zeigten 
Margaryan et al. anhand der Melanomzelllinie C8161, dass ein sinkender EphA2-
Gehalt mit einer Reduzierung des invasiven Verhaltens einherging [54]. Warum dieser 
Effekt in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden konnte, ist noch unklar. Der 
Effekt war keine Konsequenz der stark veränderten Morphologie der A375-EphA2-
Zellen. Die A375-mock-Zellen ähnelten den nicht-transfizierten A375-Zellen und zeig-
ten trotzdem das gleiche Verhalten wie die Zellen mit einem erhöhten EphA2-Gehalt. 
Eventuell kam es durch die Transfektion zu einem inhibierenden Einfluss auf die Mo-
tilität und der Invasivität der Zellen.  
Das invasive Verhalten von nicht-transfizierten A375-Zellen verringerte sich signifikant, 
wenn die Zellen einer hypoxischen Umgebung ausgesetzt waren. In der Literatur findet 
man widersprüchliche Angaben zum Einfluss der Hypoxie auf das Invasionsverhalten 
von Tumorzellen. So fanden Graham et al. in MDA-MB-231-Zellen (Brusttumor) eine 
Erhöhung des invasiven Verhaltens unter Hypoxie [154]. Währenddessen zeigten Zhu 
et al. bei verschiedenen Ovarialkarzinomzelllinien einen zeitabhängigen Einfluss der 
Hypoxie auf das Invasionsverhalten der Zellen. Eine hypoxische Inkubationsperiode 
von drei Tagen führte zu einer Verringerung des invasiven Verhaltens, während nach 
sieben Tagen unter hypoxischen Bedingungen kein Unterschied zur normoxischen 
Kontrolle mehr festzustellen war [155].  
 
Migration 
Für die Metastasierung ist neben der Invasion der Zellen in umliegendes Gewebe auch 
die Fortbewegung der Zellen, d.h. die Migration an sich, wichtig. Für die in vitro-Unter-
suchungen wurden die Zellen in Zelleinsätzen ausgesät, durch die sie von einem 
Chemoattraktant, in diesem Fall FKS-haltiges Zellkulturmedium, separiert wurden. Um 
zu dem Zellkulturmedium zu gelangen, mussten die Zellen eine Membran mit einer 
Porengröße von 8 µm durchdringen. Dies war nur durch Verformung und Änderung 
des Zellskeletts möglich.  
Bei dem Versuch konnte eine Abhängigkeit des Migrationsverhaltens als Folge des 
erhöhten EphA2-Gehaltes gezeigt werden. Sowohl bei A375-mock- als auch bei A375-
EphA2-Zellen kam es zu einer Verringerung des Migrationsverhaltens. Unter 
hypoxischen Bedingungen fielen diese Effekte etwas stärker aus als unter Normoxie. 
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Im Gegensatz zur Untersuchung des Invasionverhaltens traten hier jedoch klare Unter-
schiede zwischen den A375-mock- und A375-EphA2-Zellen auf. In den Zellen, die das 
EphA2-Gen stärker exprimierten, verringerte sich das Migrationsverhalten deutlich. Nur 
noch ca. 10% (Hypoxie) bis ca. 20% (Normoxie) der Zellen migrierten durch die 
Membran. Bei den A375-mock-Zellen dagegen verringerte sich die Migration nur auf 
ca. 40%. Damit kann von einem spezifischen Effekt durch die Überexpression des 
EphA2-Gens ausgegangen werden. Dies wäre allerdings mit einem anti-
metastatischen Verhalten der Zellen gleichzusetzen, welches sich zudem unter 
hypoxischen Bedingungen noch verstärkt. Eine mögliche Ursache für die Verringerung 
des Migrationsverhaltens kann die Größe der A375-EphA2-Zellen sein. Im Gegensatz 
zu den A375-mock-Zellen, die den nicht-transfizierten A375-Zellen ähnelten, waren die 
A375-EphA2-Zellen stark vergrößert. Damit waren im Gegensatz zu den beiden 
anderen Zelllinien stärkere Veränderungen im Zellskelett notwendig, um durch die 
Membran zu migrieren. Eine andere Veröffentlichung zeigte zwar mit zunehmendem 
EphA2-Gehalt eine Erhöhung der Migration von Melanomzellen, allerdings wurden in 
diesem Fall keine morphologischen Änderungen bei den EphA2-überexprimierenden 
Zellen festgestellt [156]. 
Das Migrationsverhalten der nicht-transfizierten A375-Zellen stieg durch die Inkubation 
unter Hypoxie an. Dies kam nicht unerwartet, da Hypoxie ein wichtiger Auslöser für 
eine stärkere Migration der Zellen ist. Gezeigt wurde dies u.a. in Gliomen [157].  
 
Adhäsion 
Beim Adhäsionstest wird die Anhaftung der Zellen an anderes Zellgewebe simuliert. 
Dafür wurden 24-well Platten mit Fibronektin, einem Glykoprotein der extrazellulären 
Matrix, beschichtet. Fibronektin ahmt in dem Test die extrazelluläre Matrix nach. Bei 
der Metastasierung ist eine Veränderung des Adhäsionsvermögens zu zwei unter-
schiedlichen Zeitpunkten notwendig. Zunächst führt eine Verringerung der Adhäsion 
zum Ablösen der Tumorzellen aus dem Zellverband. Später muss das Adhäsions-
vermögen wieder erhöht werden, damit sich Zellen wieder anheften, um anschließend 
in das Zielgewebe einzuwandern und Metastasen zu bilden.  
In der vorliegenden Arbeit konnte die Adhäsion weder durch die Inkubation unter 
Hypoxie noch durch einen erhöhten EphA2-Gehalt verändert werden. Zwar wurde ein 
geringer Abfall der Adhäsion in den A375-EphA2-Zellen unter Normoxie und Hypoxie 
beobachtet, aber in beiden Fällen war dieser nicht signifikant. Lu et al. zeigten bei 
A2780-EphA2-Zellen eine Zunahme der Zellanhaftung an Fibronektin, allerdings 
handelte es sich dabei um Zellen eines Ovarialkarzinoms [153].  
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Auch durch Hypoxie kam es nicht zu einer Erhöhung der Adhäsion in nicht-
transfizierten A375-Zellen. Victor et al. dagegen zeigten in ihren Studien eine Zunahme 
der Adhäsion von Mum2B-Zellen (Melanom) unter Hypoxie [158]. Allerdings wurde in 
diesem Fall nicht die Adhäsion unter Hypoxie untersucht, sondern das Adhäsionsver-
mögen von Zellen, die vorher unter hypoxischen Bedingungen inkubiert wurden.  
 
Mit den drei in dieser Arbeit vorgestellten Methoden wurde das metastatische Ver-
halten EphA2-überexprimierender Zellen untersucht. Mit Hilfe des Invasions- und 
Adhäsionstests wurde keine Veränderung des metastatischen Verhaltens durch einen 
erhöhten EphA2-Gehalt festgestellt. Beides sind gängige Verfahren zur Charakteri-
sierung des metastatischen Verhaltens, die es jedoch in vielfachen Variationen gibt. So 
kann das invasive Verhalten nicht nur mit Matrigel, sondern auch mit Kollagen I oder 
fötalem Kälberserum untersucht werden. Auch beim Adhäsionstest sind verschiedene 
Verfahren und Anwendungen möglich. In dieser Arbeit wurden die in der Abteilung 
Radiopharmazeutische Biologie des HZDR bereits seit Jahren etablierten Protokolle 
angewandt. Eventuell ist es notwendig, diese Protokolle in weiterführenden Arbeiten zu 
variieren, um zu überprüfen, ob tatsächlich keine Veränderungen des metastatischen 
Verhaltens auftreten. 
Der Migrationstest zeigte eine Abnahme der Migration mit erhöhtem EphA2-Gehalt. 
Der Effekt war unter Hypoxie noch stärker als unter Normoxie. Dies wäre mit einer Ver-
ringerung des Metastasierungspotentials gleichzusetzen. Ein weiteres aussage-
kräftiges Verfahren zum Nachweis migrierender Eigenschaften ist der „Wund-
heilungstest“ (scratch assay, woundhealing assay). Allerdings ist dieser für Unter-
suchungen unter hypoxischen Bedingungen wenig geeignet, so dass er in dieser Arbeit 
nicht angewandt wurde. Dieser Test könnte jedoch in weiterführenden Arbeiten zur 
Untersuchung des Metastasierungspotentials unter normoxischen Bedingungen 
angewandt werden. Weiterhin sollte durch den Einsatz von z.B. siRNA (small 
interfering RNA) gegen EphA2 untersucht werden, ob sich die Effekte durch 
Inhibierung der mRNA-Expression wieder aufheben lassen. Dadurch würden sich die 
bisherigen Befunde verstärken.  
4.7 Inhibierung der EphA2-Phosphorylierung 
Ein laut Literatur geeigneter Inhibitor gegen den EphA2-Rezeptor wurde von Dr. Mamat 
(HZDR) synthetisiert und zur Verfügung gestellt. Dabei handelte es sich um 5-(2,5-
Dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)-2-hydroxybenzoesäure, welches zum Radiotracer für den 
EphA2-Rezeptor weiter entwickelt werden sollte. Bei der Auswahl wurde auf geeignete 
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Gruppen geachtet, die sich z.B. durch das Radionuklid 18F ersetzen lassen. Die Wahl 
fiel auf einen von Noberini et al. untersuchten Inhibitor, der sowohl gegen die 
Phosphorylierung von EphA4 als auch von EphA2 wirkte. Die Charakterisierung der 
Verbindung erfolgte sowohl in COS-7-Zellen (Nierengewebe von grünen Meerkatzen) 
als auch in PC3-Zellen (Prostatakarzinom) [115].  
In der vorliegenden Arbeit wurden A375-Zellen mit dem Inhibitor inkubiert und im An-
schluss mit EphrinA1-Fc stimuliert, um eine Phosphorylierung des Rezeptors zu 
erreichen. Im Gegensatz zu der von Noberini et al. beobachteten Inhibierung an 
COS-7- und PC3-Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit keine Inhibierungseffekte an 
A375-Zellen beobachtet. Mit steigender Inhibitorkonzentration nahm die 
Phosphorylierung des EphA2-Rezeptors zu. Somit übte der Inhibitor in A375-Zellen 
eher eine stimulierende Wirkung auf die Phosphorylierung des EphA2-Rezeptors aus. 
Eine mögliche Erklärung für den beobachteten Effekt wäre z.B. das Auftreten von 
Mutationen. Dadurch könnte es z.B. zu Veränderungen an der Ligandbindungsdomäne 
oder der Kinasedomäne kommen. Als Folge dieser Veränderung könnte einerseits eine 
Bindung des Inhibitors an die Ligandbindungsdomäne verhindert sein. Ob es dann 
trotzdem zu einer Erhöhung der Phosphorylierung als Folge der EphrinA1-Fc-
Stimulation käme, wäre davon abhängig, wie ähnlich sich der Inhibitor und EphrinA1 
sind. Darüber ist jedoch noch nichts bekannt [115]. Wäre im gezeigten Experiment eine 
EphrinA1-Fc-Bindung trotzdem möglich, wäre diese jedoch unabhängig von der 
Inhibitorkonzentration und sollte in allen Fällen gleich sein. Auf der anderen Seite 
könnte eine Inhibitor-Bindung an der Ligandbindungsdomäne des Rezeptors erfolgen. 
Dies könnte aber durch die Veränderungen an der Kinasedomäne als Folge der 
Mutation nicht zur erwartenden Reaktion der Inhibierung führen. Stattdessen könnte es 
z.B. zu einem agonistischen Effekt kommen. Dies führt möglicherweise zu einer 
Aktivierung des Rezeptors, die mit der steigenden Inhibitorkonzentration ebenfalls 
zunimmt.  
Eine andere Erklärung für den beobachteten Effekt könnte die Kompensation aufgrund 
der promiskuitiven Bindungseigenschaften der Eph-Rezeptoren sein. Der untersuchte 
Inhibitor bindet nicht nur an den EphA2- sondern auch an den EphA4-Rezeptor [115]. 
In der vorliegenden Arbeit wurde nicht untersucht, inwiefern der EphA4-Rezeptor von 
A375-Zellen synthetisiert wird. Und auch über die Synthese des EphA4-Rezeptors in 
PC3-Zellen ist bisher noch nichts bekannt. Für COS-7 zeigten Lai et al., dass diese 
Zellen den EphA4-Rezeptor nicht synthetisieren [159]. Sollte der EphA4-Rezeptor in 
A375-Zellen synthetisiert werden, könnte eine Bindung des Inhibitors und damit die 
Inhibierung der Ligandbindung an diesem erfolgen. Es wäre nun denkbar, dass in der 
Zelle durch die Inhibierung des EphA4-Rezeptors eine verstärkte Phosphorylierung des 
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EphA2-Rezeptors nach der EphrinA1-Stimulation erfolgt. Zusätzlich könnten nun 
„überschüssige“ Liganden des EphA4-Rezeptors an den EphA2-Rezeptor binden und 
dessen Phosphorylierung verstärken. Beides würde die Zunahme der EphA2-
Phosphorylierung mit steigender Inhibitorkonzentration bei gleichbleibender EphrinA1-
Fc-Konzentration erklären.  
4.8 Eph-Rezeptoren und Ephrine als mögliche Zielmoleküle für 
Radiotracer 
In dieser Arbeit wurde ausführlich die Genexpression und Proteinsynthese ver-
schiedener Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden in ausgewählten Melanomzelllinien 
untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Genexpression der ausgewählten Eph-
Rezeptoren und Ephrin-Liganden in der prämetastatischen Zelllinie MEL-JUSO deut-
lich geringer war als in den metastatischen Zelllinien A375 und A2058. Einzig die 
metastatischen MeWo-Zellen passten nicht in die prä- bzw. metastatische Einteilung. 
Sie verhielten sich ähnlich wie die MEL-JUSO-Zellen. Auch bei der Untersuchung des 
EphA2-Rezeptors auf Proteinebene konnte eine klare Unterscheidung zwischen MEL-
JUSO und A375 bzw. A2058 getroffen werden. Auch hier verhielten sich die MeWo-
Zellen eher wie die prämetastatischen MEL-JUSO-Zellen. Ein Nachweis der Liganden 
war mit Hilfe der immunchemischen Detektion nach Western Blot-Analyse nicht 
möglich. Die Proteinsynthese war für einen spezifischen Nachweis zu gering. Auch der 
Nachweis des EphB4-Proteins gestaltete sich schwierig. Insofern ist es im Rahmen 
dieser Arbeit nicht möglich, Aussagen über die Eignung als Zielmolekül für die Ent-
wicklung neuer Radiotracer zu treffen. Einzig beim EphA2-Rezeptor gelang ein ein-
facher und reproduzierbarer Nachweis sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene, 
wodurch eine ausführliche Untersuchung dieses Rezeptors gewährleistet war.  
Es wurden bereits Untersuchungen zum Einsatz von Antikörpern [92], löslichen EphA2-
Fc-Proteinen [91] und Inhibitoren der EphA2-Kinase [115] gegen den EphA2-Rezeptor 
durchgeführt. In den meisten Fällen kam es zu einer Verringerung des Tumor-
wachstums in Tiermodellen. Andere Arbeitsgruppen dagegen konnten den Einfluss von 
EphA2-Antikörpern auf das Tumorwachstum nicht bestätigen [93]. Da aber der EphA2-
Rezeptor überwiegend in Tumorzellen und dort verstärkt in metastasierenden Tumoren 
exprimiert wird, ist dieser ein geeignetes Target für die Entwicklung neuer Radiotracer 
für die Diagnostik aber auch der Therapie.  
Diese Arbeit beschäftigte sich zum größten Teil mit dem Einfluss der Hypoxie auf die 
Genexpression und Proteinsynthese des EphA2-Rezeptors. So wurde untersucht, ob 
der EphA2-Rezeptor als Zielmolekül für die Detektion hypoxischer Bereiche in 
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Tumoren in Frage kommt. In der Literatur wurde ein positiver Einfluss der Hypoxie auf 
die EphA2-Genexpression und -Proteinsynthese beschrieben [56, 149]. Beide Unter-
suchungen fanden an Tiermodellen statt. In der vorliegenden Arbeit konnte kein Ein-
fluss der Hypoxie auf die Proteinsynthese des Rezeptors festgestellt werden. Auch die 
Untersuchung in einem dem Tumor näherem Modell, den Sphäroiden, zeigte keinen 
Einfluss der intrinsischen Hypoxie auf die Rezeptorproteinsynthese. Aus diesem Grund 
ist der EphA2-Rezeptor als Target für den Nachweis hypoxischer Bereiche bei In-vitro-
Untersuchungen nicht geeignet. Allerdings bietet sich der EphA2-Rezeptor als Target 
für die Entwicklung neuer Radiotherapeutika oder als Tumormarker beim Melanom an. 
So könnte durch das Kuppeln von einem EphA2-spezifischen Antikörper mit einem 
geeigneten Radionuklid wie 18F mittels PET eine Tumordiagnostik erfolgen. Andere 
Veröffentlichungen zeigten einen Einfluss von EphA2-Inhibitoren auf das Tumor-
wachstum. So könnte durch den Einsatz von Antikörpern oder Inhibitoren, die mit 
Therapienukliden wie 131I, 177Lu oder 90Y gekuppelt sind, auch eine Therapie von Tu-
moren erfolgen, die EphA2 überexprimieren. Zudem wurde im Kapitel 3.5 gezeigt, 
dass sich die EphA2-Synthese zumindest in zwei metastatischen Zelllinien durch die 
Bestrahlung zeitweise verringert. Insofern könnte in weiterführenden Arbeiten überprüft 
werden, inwiefern der EphA2-Rezeptor als Target für die Radiosensibilisierung ge-
eignet ist. 
Die in dieser Arbeit vorgestellten und nun etablierten Methoden und Zellkulturmodelle 
zur Untersuchung des EphA2-Rezeptors ermöglichen in weiterführenden Arbeiten eine 
ausführliche Charakterisierung neuer Radiotracer und Kinase-Inhibitoren. 
4.9 Schlussfolgerung und Ausblick 
Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden sind interessante Zielmoleküle für die Ent-
wicklung neuer Therapie- und Diagnoseansätze beim malignen Melanom. Proble-
matisch bei dieser Tumorart ist die frühzeitige Metastasierung des Primärtumors. Ein 
wichtiger Auslöser für metastatische Prozesse ist Hypoxie. Bereits in Tumoren mit 
einem Volumen von ca. 1 mm3 können sich hypoxische Areale ausbilden. Für die 
Therapie von Melanomen nach der Bildung von Metastasen gibt es nur wenige 
Ansätze, die zudem keine zufriedenstellenden Ergebnisse liefern. Aus diesem Grund 
ist es notwendig, sowohl neue Therapieansätze zu entwickeln, als auch mehr über das 
Metastasierungsverhalten von Melanomen zu erfahren. 
Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von EphA2, EphB4, EphrinA1 und 
EphrinB2 in Melanomzelllinien unterschiedlichen Malignitätsgrades. Zusätzlich sollte 
der Einfluss der Hypoxie auf die Genexpression und Proteinsynthese untersucht wer-
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den. Anschließend sollten Aussagen zur Eignung der Rezeptoren und Liganden als 
Zielmoleküle für neue diagnostische und therapeutische Ansätze, eventuell auch für 
hypoxische Bereiche, getroffen werden.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass in den untersuchten Zelllinien Hypoxie kein 
Auslöser für eine veränderte Genexpression und Proteinsynthese des EphA2-
Rezeptors ist. Es konnte mit Hilfe unterschiedlicher Methoden und Zellsystemen keine 
signifikante Beeinflussung nachgewiesen werden. Der hypoxische Einfluss auf den 
EphB4-Rezeptor konnte auf Proteinebene nicht in allen Zelllinien zufriedenstellend 
untersucht werden. Die Proteinsynthese des Rezeptors war für eine Auswertung nicht 
ausreichend. Gleiches gilt für die Liganden der beiden Rezeptoren. Zwar war ein 
Nachweis auf mRNA-Ebene möglich, aber eine Detektion mittels Western Blot-Analyse 
gelang nicht. Aus diesem Grund war keine direkte Aussage zum Einfluss der Hypoxie 
auf diese drei Proteine möglich. 
Auf die Bestrahlung der Zellen nach vorheriger Kultivierung unter experimenteller 
Hypoxie reagierte nur eine Zelllinie mit einer Verringerung der EphA2-Proteinsynthese. 
Mit Hilfe der Veränderung der Rezeptor-Genexpression und -Proteinsynthese Aus-
sagen zur Effektivität einer Bestrahlung treffen zu können, ist somit in den hier unter-
suchten Zelllinien nicht möglich.  
Es gelang die Generierung einer transfizierten Zelllinie, bei der sowohl der mRNA- als 
auch der Proteingehalt des EphA2-Rezeptors in höherem Ausmaß vorlag. Mit Hilfe 
verschiedener Testverfahren zur Untersuchung von metastatischen Eigenschaften 
wurden zwar noch keine eindeutigen Ergebnisse erzielt, jedoch wurde für weiter-
führende Arbeiten ein Grundstein gelegt.  
Obwohl keine Beeinflussung der Genexpression und Proteinsynthese des EphA2-
Rezeptors durch Hypoxie nachgewiesen wurde, erfolgte eine ausführliche 
Charakterisierung des Rezeptors in den verschiedenen Zelllinien. Auch gelang die 
Etablierung verschiedener Verfahren, um eine Charakterisierung neuer Radiotracer 
oder Kinase-Inhibitoren zu ermöglichen. Im nächsten Schritt könnten mit Radionuklid 
gekuppelte Inhibitoren oder Antikörper ausführlich untersucht werden. Nach der Zu-
gabe geeigneter radiomarkierter Inhibitoren oder Antikörper könnte die 
Charakterisierung hinsichtlich Proliferation, Vitalität und Glukoseaufnahme erfolgen. 
Zusätzlich sind mit Hilfe der Immunpräzipitation und nachgeschalteter Western Blot-
Analyse Aussagen zum Einfluss des Inhibitors auf die Phosphorylierung des Rezeptors 
sowie auf den Gesamt-EphA2-Proteingehalt möglich. Auch können zusätzlich Unter-
suchungen an einem tumornäheren Modell, den Sphäroiden, durchgeführt werden. Zu 
Vergleichszwecken steht nun mit den A375-EphA2-Zellen auch eine Zelllinie zur 
Verfügung, die einen deutlich höheren EphA2-Gehalt als die Ursprungszelllinie 
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aufweist. In ersten Versuchen konnte bereits ein Einfluss des EphA2-Gehaltes auf das 
Metastasierungsverhalten beobachtet werden. In weiterführenden Arbeiten sollte über-
prüft werden, ob sich diese Effekte durch den Einsatz von z.B. siRNA oder Inhibitoren 
wieder aufheben lassen. Zusätzlich kann in weiterführenden Untersuchungen die Etab-
lierung eines Tumormausmodells mit Hilfe der transfizierten Zellen erfolgen. Damit wä-
ren Untersuchungen mit Radionuklid-gekoppelten Antikörpern oder Inhibitoren auch im 
Tiermodell möglich.  
 
Abschließend lässt sich sagen, dass mit den in dieser Arbeit gewonnenen Erkennt-
nisse zur Expression und Synthese des EphA2-Rezeptors im Melanom, der 
Etablierung eines Sphäroidmodells und der Generierung einer Zelllinie, die den EphA2-
Rezeptor verstärkt exprimiert und synthetisiert, eine wichtige Voraussetzung für die 
Charakterisierung neuer Radiotherapeutika und Radiodiagnostika auf der Basis von 
Kinase-Inhibitoren und Antikörpern erfüllt wurde.  
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5 Zusammenfassung 
Das maligne Melanom ist die aggressivste Form von Hautkrebs und verschiedene 
Familien von Rezeptortyrosinkinasen sind an seiner Entwicklung und der verstärkten 
Malignität beteiligt. Eph-Rezeptoren stellen die größte Klasse der Rezeptortyrosin-
kinasen dar und spielen eine wichtige Rolle bei der Tumorangiogenese und 
-progression. Der Einfluss der Eph-Rezeptoren auf die Adhäsion, Migration und Repul-
sion von Tumorzellen ist dabei vielfältig. Während in manchen Fällen die Über-
expression verschiedener Eph-Rezeptoren mit einer schlechteren Prognose für die 
Patienten assoziiert ist (EphA2, EphB4), verringert sich die Genexpression des EphB6-
Rezeptors mit steigendem Tumorgrad beim Melanom. Eine wichtige Rolle spielen 
zudem die Interaktionen der Rezeptoren mit ihren Liganden (Ephrine), welche sich 
ebenfalls an der Zelloberfläche befinden und fest in der Membran verankert sind. Die 
Genexpression und Proteinsynthese verschiedener Eph-Rezeptoren und Ephrin-
Liganden ist bei vielen Tumorentitäten erhöht. Aus diesem Grund sollten sie sich als 
Zielproteine für die Entwicklung neuer Radiopharmaka eignen. Zudem zeigen 
Literaturbefunde einen Einfluss der hypoxischen Umgebung auf die Genexpression 
und die Proteinsynthese verschiedener Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden.  
Das Ziel dieser Arbeit war es, Regulationsmechanismen bei verschiedenen Eph-
Rezeptoren und Ephrin-Liganden aufzuklären, welche durch ein hypoxisches Umfeld 
hervorgerufen werden. Dazu wurde neben einem extrinsischen Hypoxiemodell an 
Monolayerzellkulturen auch ein intrinsisches Hypoxiemodell in Form von Tumor-
sphäroiden untersucht. Basierend auf diesen Ergebnissen sollte eine Bewertung der 
untersuchten Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden hinsichtlich ihres Potentials als 
Zielmolekül für die weiterführende Entwicklung von Radiotherapeutika und -diagnostika 
erfolgen.  
Da die Genexpression und die Proteinsynthese von EphA2, EphB4, EphrinA1 und 
EphrinB2 laut Literatur vom Malignitätsgrad abhängig sind, wurden die metastatischen 
Melanomzelllinien A375, A2058 und MeWo und die prämetastatische Melanomzelllinie 
MEL-JUSO verwendet. In allen Zelllinien konnte die Genexpression der oben auf-
geführten Rezeptoren und Liganden nachgewiesen werden. Bei den metastatischen 
Zelllinien A375 und A2058 zeigte sich eine deutlich stärkere EphrinA1- und EphrinB2- 
Genexpression als bei den prämetastatischen MEL-JUSO-Zellen. Eine Quantifizierung 
auf Proteinebene war auf Grund der geringen Ligandproteinmengen nicht möglich. 
Auch für den EphA2-Rezeptor konnte eine stärkere mRNA-Genexpression in den 
metastatischen A375- und A2058-Zellen im Vergleich zu den MEL-JUSO-Zellen nach-
gewiesen werden. Auf Proteinebene bestätigten sich die Ergebnisse der 
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Genexpressionsuntersuchung. Für den EphB4-Rezeptor konnte keine Abhängigkeit 
vom Malignitätsgrad der untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden. Die 
Genexpression des Rezeptors bei den MEL-JUSO-Zellen war geringfügig höher als bei 
den A2058-Zellen. Eine Untersuchung des EphB4-Rezeptorproteins war auf Grund der 
geringen Synthese nur in zwei Zelllinien möglich.  
Die Verifizierung der experimentellen Hypoxie erfolgte durch den etablierten Hypoxie-
marker [18F]Fluormisonidazol ([18F]FMISO) sowie dem Nachweis der VEGF-
Genexpression unter den verwendeten Kulturbedingungen. Um den Einfluss der 
Hypoxie auf die Zelllinien zu charakterisieren, wurden zusätzlich die Vitalität, die Pro-
liferation sowie die Glukoseaufnahme mittels [18F]Fluordesoxyglukose untersucht. 
Analog erfolgten die Untersuchungen mit dem intrinsischen Hypoxiemodell in Form von 
A2058-Sphäroiden. Dabei wurde deutlich, dass sich die Aufnahme des Hypoxie-
markers [18F]FMISO ebenso wie die Genexpression von VEGF unter Hypoxie ver-
stärkte. Damit konnte die Eignung der hypoxischen Systeme nachgewiesen werden.  
Unabhängig vom Hypoxiemodell war in keiner der untersuchten Zelllinien ein Einfluss 
der Hypoxie auf die Genexpression und Proteinsynthese von EphA2, EphB4, EphrinA1 
und EphrinB2 nachweisbar.  
Die Hypoxie stellt auch insbesondere bei der Strahlentherapie ein wichtiges Kriterium 
für den Behandlungserfolg dar. So werden in hypoxischen Bereichen höhere Strahlen-
dosen benötigt, um ähnliche Ergebnisse hinsichtlich des Tumorzelltodes wie in 
normoxischen Bereichen zu erhalten. Um die regulative Situation zu simulieren, wurde 
in der vorliegenden Arbeit im Anschluss an eine Vorinkubation unter experimenteller 
Hypoxie eine Bestrahlung mit Röntgenstrahlen durchgeführt. Nur bei zwei der vier Zell-
linien (A375, MeWo) wurde eine temporäre Abregulierung auf Proteinebene 
beobachtet. 
Ein gesteigerter EphA2-Gehalt in Melanomzellen ist laut Literatur mit einer Erhöhung 
des Metastasierungspotentials verbunden. Um diesen Einfluss innerhalb einer Zelllinie 
zu untersuchen, wurden transgene A375-Zellen generiert. Diese wiesen sowohl auf 
mRNA- als auch auf Proteinebene einen erhöhten EphA2-Gehalt auf. Es wurden 
Untersuchungen zu verschiedenen Metastasierungseigenschaften durchgeführt. Dabei 
wurde festgestellt, dass sich die Migration der Zellen durch den erhöhten EphA2-Ge-
halt verringerte. In der Literatur wird ein gesteigerter EphA2-Gehalt mit einem pro-
metastatischen Verhalten im Melanom gleichgesetzt. In dieser Arbeit ist das Ergebnis 
mit einem anti-metastatischen Verhalten gleichzusetzen. Weiterhin wurde festgestellt, 
dass der EphA2-Rezeptor das Adhäsionsverhalten von A375-Zellen nicht beeinflusst. 
Eine hypoxische Umgebung war in diesem Fall nicht von Bedeutung. Auch ein Einfluss 
auf das invasive Verhalten konnte nicht festgestellt werden.  
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit machen deutlich, dass bei den untersuchten 
Melanomzellen keine Regulation der Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden durch ein 
hypoxisches Umfeld erfolgt.  
Durch die ausführliche Charakterisierung des EphA2-Rezeptors in der Arbeit kann je-
doch geschlussfolgert werden, dass sich der Rezeptor als potentielles Zielmolekül für 
die Entwicklung neuer Radiotherapeutika und Radiodiagnostika eignet, nicht jedoch für 
die Detektion hypoxischer Bereiche in Tumoren. Durch die nunmehr etablierte 
Generierung von Sphäroiden und einer Zelllinie, welche den Rezeptor verstärkt 
exprimiert und synthetisiert, stehen nun Zellmodelle für die weiterführende 
Charakterisierung und Analyse neuer Radiotherapeutika und Radiodiagnostika auf der 
Basis von Inhibitoren und Antikörpern gegen EphA2 zur Verfügung. 
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